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DESCRIPCIÓN 

Obtención del perfil de selectividad de moléculas de interacción con PI3K contra dianas múltiples 

Campo de la invención 

La presente invención se refiere a métodos para la identificación y caracterización de moléculas de interacción con 
PI3K y para la purificación de PI3K usando 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-5 
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]propionamida como ligando para PI3K. Además, la presente invención se 
refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden dichas moléculas de interacción por ejemplo para el 
tratamiento de cáncer, enfermedades metabólicas o trastornos autoinmunitarios/inflamatorios. 

Las cinasas catalizan la fosforilación de proteínas, lípidos, azúcares, nucleósidos y otros metabolitos celulares y 
desempeñan papeles clave en todos los aspectos de la fisiología de células eucariotas. Especialmente, las proteína 10 
cinasas y lípido cinasas participan en los acontecimientos de señalización que controlan la activación, el crecimiento, 
la diferenciación y la supervivencia de las células en respuesta a estímulos o mediadores extracelulares tales como 
factores de crecimiento, citocinas o quimiocinas. En general, las proteína cinasas se clasifican en dos grupos, las 
que fosforilan preferentemente residuos de tirosina y las que fosforilan preferentemente residuos de serina y/o 
treonina. 15 

La actividad proteína cinasa inapropiadamente alta está implicada en muchas enfermedades incluyendo cáncer, 
enfermedades metabólicas y trastornos autoinmunitarios/inflamatorios. Esto puede estar provocado o bien 
directamente o bien indirectamente por el fallo de los mecanismos de control debido a mutación, sobreexpresión o 
activación inapropiada de la enzima. En todos estos casos, se espera que la inhibición selectiva de la cinasa tenga 
un efecto beneficioso. 20 

Un grupo de lípido cinasas que se ha convertido en un punto de atención reciente del descubrimiento de fármacos 
es la familia de fosfoinosítido 3-cinasa (PI3K). Miembros de la familia de PI3K son lípido cinasas que catalizan la 
transferencia del fosfato gamma del ATP al grupo hidroxilo 3’ del fosfatidilinositol y sus derivados, denominados 
conjuntamente fosfoinosítidos. Se han aislado ocho miembros (isoformas) de la familia de PI3K a partir de células de 
mamífero hasta la fecha y se han agrupado en las tres clases según su estructura primaria y especificidad de 25 
sustrato (clase IA: PI3K alfa, beta y delta; clase IB: PI3K gamma; clase II: PI3KC2 alfa, beta y gamma; clase III: 
homólogo 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 mamífero expresan tres isoformas de la subunidad catalítica de la clase IA de P13K 
(p110 alfa, p110 beta y p110 delta, sinónimo “PI3K delta”). La clase IB contiene sólo un miembro (subunidad 30 
catalítica) que se ha denominado p110gamma o PI3K gamma. Además de su actividad lípido cinasa, PI3K gamma 
también presenta una actividad serina / treonina proteína cinasa tal como se demuestra mediante autofosforilación. 

El estudio de ratones manipulados genéticamente en los que se delecionaron los genes que codifican para PI3K 
gamma o delta proporciona información importante sobre la función fisiológica de estas cinasas y su posible utilidad 
como dianas farmacológicas. Ratones que carecen de PI3K gamma o delta son viables y presentan fenotipos 35 
característicos que sugieren varias posibles indicaciones terapéuticas. PI3K gamma parece ser un mediador 
principal del sistema inmunitario innato. Por ejemplo, macrófagos y granulocitos neutrófilos 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 función dominante en el control de 40 
la respuesta inmunitaria adaptativa (Wetzker y Rommel, Current Pharmaceutical Design, 2004, 10,1915-1922). 

En contraposición a las isoformas PI3K alfa y beta ampliamente expresadas, las isoformas PI3K gamma y delta 
específicas 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 45 
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 progresión del ciclo celular, la recombinación del ADN y la detección de daño en el ADN. 
El gen ATM humano, que es defectuoso en células de pacientes con ataxia-telangiectasia y está implicado en la 50 
detección y respuesta de células a ADN dañado, es un miembro de esta familia. Otro es mTOR (sinónimo FRAP), 
que está implicado en una ruta sensible a rapamicina que conduce a la progresión del ciclo celular a G1 (Shilo, 
2003. Nature Reviews Cancer 3, 155-168). 
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Un requisito previo para la identificación y caracterización de inhibidores de PI3K es la provisión de ensayos 
adecuados, preferiblemente formas fisiológicas de la proteína diana. En la técnica, se han propuesto varias 
estrategias para abordar este tema. 

De manera convencional, la actividad lípido cinasa de PI3K puede medirse usando enzima recombinante o 
purificada en un ensayo basado en disolución con vesículas de fosfolípidos. La reacción se finaliza mediante la 5 
adición de disolventes orgánicos acidificados y posterior separación de fases mediante extracción o análisis de 
cromatografía 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). 10 

Aún otro ensayo de selección bioquímico se basa en un formato de polarización de fluorescencia (FP) competitiva 
usando fosfoinosítido marcado con fluoróforo (Drees et al., 2003, Comb. Chem. High Throughput Screening 6, 321-
330). 

Finalmente, se notificó un ensayo de redistribución de Akt-EGFP basado en células que se basa en la obtención de 
imágenes microscópicas de fluorescencia y análisis de imágenes automatizado. Con este fin, se transfectaron de 15 
manera estable células de ovario de hámster chino (CHO) con el receptor de insulina humano y un constructo de 
fusión de proteína fluorescente verde potenciada con Akt1 (EGFP). Tras la estimulación con factor-1 de crecimiento 
similar a la insulina (IGF-1), se activó la PI3K y se reclutó la proteína Akt1-EGFP a la membrana celular. La 
validación del ensayo de redistribución con inhibidores selectivos de la isoforma de PI3K demostró que PI3K alfa es 
la isoforma principal activada en células huésped CHO tras la estimulación con IGF-1 (Wolff et al., Comb. Chem. 20 
High Throughput Screen. 9, 339-350). 

Otro requisito previo, aunque no en todos los casos necesario para la identificación 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 farmacológica particular pero no interaccionan 
con una diana estrechamente relacionada, cuya inhibición podría conducir a efectos secundarios. De manera 25 
convencional, se usan grandes paneles de ensayos enzimáticos 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). Más recientemente, se han empleado cinasas o dominios cinasas presentados en bacteriófagos 
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). Además, se han descrito métodos de proteómica química que 30 
permiten la obtención 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 identificación y la obtención 
del perfil de selectividad de compuestos de interacción con PI3K así como de métodos para la purificación de PI3K. 35 

Para cumplir con esta necesidad, la invención proporciona en un primer aspecto un método para la identificación de 
un compuesto de interacción con PI3K, que comprende las etapas de  

a) proporcionar una preparación de proteínas que contiene PI3K,  

b) poner en contacto la preparación de proteínas 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 sólido en 40 
condiciones que permiten la formación 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-3-45 
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 invención se refiere a un método para la identificación de un compuesto de 
interacción con PI3K, que comprende las etapas de  50 
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a) proporcionar una preparación de proteínas que contiene PI3K,  

b) poner en contacto la preparación de proteínas 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 sólido y 
con un compuesto dado en condiciones que permiten la formación 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,  5 

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 invención proporciona un método para la identificación de un compuesto de interacción con 10 
PI3K, que comprende las etapas de:  

a) proporcionar dos alícuotas de una preparación de proteínas que contiene PI3K,  

b) poner en contacto una alícuota 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 sólido en condiciones que 
permiten la formación de un complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-15 
metanosulfonilfenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K,  

c) poner en contacto la otra alícuota 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 sólido y 
con un compuesto dado en condiciones que permiten la formación 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,  20 

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 invención se refiere a un método para la identificación de un compuesto de interacción con 25 
PI3K, que comprende las etapas de:  

a) proporcionar dos alícuotas que comprenden cada una al menos una célula que contiene PI3K,  

b) incubar una alícuota con un compuesto dado,  

c) recoger las células de cada alícuota,  

d) lisar las células con el fin de obtener preparaciones de proteínas,  30 

e) poner en contacto las preparaciones de proteínas 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 sólido en condiciones que 
permiten la formación 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-35 
fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K formado en cada alícuota 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 invención, 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 40 
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 selección, por ejemplo en 
ensayos de selección competitiva así como en métodos para la purificación 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 según la figura 1 tiene 
clorhidrato como anión en disolución líquida. Sin embargo, se prevén también contraiones adicionales en el contexto 
de la presente invención. 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 sólido adecuado mediante el 5 
grupo amino primario y usarse para el aislamiento de proteínas de unión. La síntesis 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. 
Según la invención, la expresión “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 núcleo idéntico 
pero que tienen otro conector, preferiblemente acoplado al nitrógeno que no es parte de las estructuras cíclicas, para 10 
la unión al soporte sólido. Normalmente, los conectores tienen estructuras principales de 8, 9 ó 10 átomos. Los 
conectores pueden contener un grupo activo o bien amino, hidroxilo o bien carboxilo. 

Por tanto, en una realización preferida, la expresión “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 núcleo de N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida pero que comprenden otro 15 
conector en el átomo de N, por ejemplo un alquilcarbonilo C1-C8 o un alquilaminocarbonilo C1-C8, estando 
opcionalmente cualquiera de los cuales opcionalmente sustituido con halógeno, hidroxilo, amino, alquilamino C1-C8, 
alcoxicarbonilo C1-C8, alcoxilo C1-C8 opcionalmente sustituido con hidroxilo o alquilo C1-C8 opcionalmente 
sustituido con hidroxilo o halógeno. Además, esta expresión también incluye compuestos tal como se describieron 
anteriormente que tienen en lugar del residuo de 4-cloro otro halógeno, por ejemplo bromuro o que están sustituidos 20 
adicionalmente en el anillo de fenilo, por ejemplo con halógeno. Además, en lugar del grupo metanosulfonilo, 
también puede estar presente otro grupo como un grupo alquilo C1-C8, carboxilo o hidroxilo, opcionalmente 
sustituido con halógeno. 

En una realización especialmente preferida, los compuestos que se encuentran bajo la expresión “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 25 
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 núcleo de N-[5-(4-cloro-3-
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida que están sólo sustituidos adicionalmente en el átomo de N con 
alquilcarbonilo C1-C8 o alquilaminocarbonilo C1-C8, estando opcionalmente cualquiera de los cuales opcionalmente 30 
sustituido con halógeno, hidroxilo, amino, alquilamino C1-C8, alcoxicarbonilo C1-C8, alcoxilo C1-C8 opcionalmente 
sustituido con hidroxilo o alquilo C1-C8 opcionalmente sustituido con hidroxilo o halógeno. 

Según la presente invención, “PI3K” comprende todos los miembros de la familia de PI3K que comprende la clase IA 
(por ejemplo PI3K alfa, beta y delta), la clase IB (por ejemplo PI3K gamma), la clase II (por ejemplo PI3KC2 alfa, 
beta y gamma) y la clase III (por ejemplo homólogo de levadura Vps34). 35 

La secuencia de PI3K gamma humana (el único 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 IA) se facilita en la figura 5. 

Según la presente invención, la expresión “PI3K” se refiere a proteínas tanto humanas como otras de esta familia. La 
expresión incluye especialmente derivados funcionalmente activos de las mismas, o fragmentos funcionalmente 40 
activos de las mismas, u homólogos de las mismas, o variantes codificadas por un ácido nucleico que hibrida con el 
ácido nucleico que codifica para dicha proteína en condiciones de baja rigurosidad. Preferiblemente, estas 
condiciones de baja rigurosidad incluyen hibridación en un tampón que comprende formamida al 35%, 5X SSC, Tris-
HCl 50 mM (pH 7,5), EDTA 5 mM, PVP al 0,02%, BSA al 0,02%, ADN de esperma de salmón desnaturalizado 
100 ug/ml y sulfato de dextrano al 10% (peso/vol.) durante 18-20 horas a 40ºC, lavando en un tampón que consiste 45 
en 2X SSC, Tris-HCl 25 mM (pH 7,4), EDTA 5 mM y SDS al 0,1% durante 1-5 horas a 55ºC, y lavando en un tampón 
que consiste en 2X SSC, Tris-HCl 25 mM (pH 7,4) EDTA 5 mM y SDS al 0,1% durante 1,5 horas a 60ºC. 

Según la presente invención, “ATM” significa proteína de ataxia telangiectasia mutada. La proteína de ATM es un 
miembro de la familia de fosfatidilinositol-3 cinasa de proteínas que responden al daño en el ADN fosforilando 
sustratos clave implicados en la reparación del ADN y/o el control del ciclo celular (Shilo, 2003. Nature Reviews 50 
Cancer 3, 155-168). 

Según la presente invención, “ATR” significa proteína relacionada con RAD3 y ataxia telangiectasia (sinónimo 
proteína 1 relacionada con FRAP, FRP1). 

Según la presente invención, “DNAPK” significa proteína cinasa dependiente de ADN. El gen PRKDC codifica para 
la subunidad catalítica de una serina/treonina proteína cinasa dependiente de ADN nuclear (DNA-PK). El segundo 55 
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componente es el antígeno autoinmunitario Ku (152690), que está codificado por el gen G22P1 en el cromosoma 
22q. Por sí misma, la subunidad catalítica 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 
catalíticas. 

Según la presente invención, “mTOR” significa diana de mamífero de rapamicina (mTOR, también conocida como 5 
FRAP o RAFT1) (Tsang et al., 2007, Drug Discovery Today 12, 112-124). La proteína 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 está altamente 
conservada entre especies y presenta actividad serina y treonina cinasa pero no actividad lípido cinasa detectable. 
Según la presente invención, las expresiones “ATM”, “ATR”, “DNAPK” o “mTOR” se refieren a proteínas tanto 10 
humanas como otras de esta familia (Shilo, 2003. Nature Reviews Cancer 3, 155-168). La expresión incluye 
especialmente derivados funcionalmente activos de las mismas, o fragmentos funcionalmente activos de las 
mismas, u homólogos de las mismas, o variantes codificadas por un ácido nucleico que hibrida con el ácido nucleico 
que codifica para dicha proteína en condiciones de baja rigurosidad. Preferiblemente, estas condiciones de baja 
rigurosidad incluyen hibridación en un tampón que comprende formamida al 35%, 5X SSC, Tris-HCl 50 mM (pH 7,5), 15 
EDTA 5 mM, PVP al 0,02%, BSA al 0,02%, ADN de esperma de salmón desnaturalizado 100 ug/ml y sulfato de 
dextrano al 10% (peso/vol) durante 18-20 horas a 40ºC, lavando en un tampón que consiste en 2X SSC, Tris-HCl 25 
mM (pH 7,4), EDTA 5 mM y SDS al 0,1% durante 1-5 horas a 55ºC, y lavando en un tampón que consiste en 2X 
SSC, Tris-HCl 25 mM (pH 7,4) EDTA 5 mM y SDS al 0,1 % durante 1,5 horas a 60ºC. 

3-(2-{2-[2-(2-Amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o 20 
una sal de la misma es un ligando para todas las isoformas de PI3K (véase anteriormente). Sin embargo, en toda la 
invención, se prefiere que PI3K sea PI3K gamma o PI3K delta, especialmente las isoformas humanas de las 
mismas. 

En algunos aspectos de la invención, en primer lugar se proporciona una preparación de proteínas que contiene 
PI3K. Los métodos de la presente invención pueden realizarse con cualquier preparación de proteínas como 25 
material de partida, siempre que la PI3K se solubilize en la preparación. Los ejemplos incluyen una mezcla líquida 
de varias proteínas, un lisado celular, un lisado celular parcial que contiene no todas las proteínas presentes en la 
célula original o una combinación de varios lisados celulares, en particular en casos en los que no toda proteína 
diana de interés está presente en cada lisado celular. La expresión “preparación de proteínas” también incluye 
proteína purificada disuelta. 30 

La presencia de especies de proteína PI3K en una preparación de proteínas de interés puede detectarse en análisis 
de inmunotransferencia de tipo Western estudiados con sondas con anticuerpos que están dirigidos específicamente 
contra PI3K. En el caso de que PI3K sea una isoforma específica (por ejemplo PIK3 gamma y/o PI3K delta), la 
presencia de dicha isoforma puede determinarse mediante un anticuerpo específico 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, 29923-35 
29928). Alternativamente, también podría usarse espectrometría de masas (EM) (véase a continuación). 

La presencia de la proteína de ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR en una preparación de proteínas de interés puede 
detectarse en análisis de inmunotransferencia de tipo Western estudiados con sondas con anticuerpos que son 
específicos para dicha proteína. 

Pueden obtenerse lisados celulares o lisados celulares parciales aislando orgánulos celulares (por ejemplo núcleo, 40 
mitocondrias, ribosomas, aparato de golgi etc.) en primer lugar y luego preparando preparaciones de proteínas 
derivadas de estos orgánulos. Se conocen en la técnica métodos para el aislamiento de orgánulos celulares 
(Capítulo 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. Wingfield; Wiley, ISBN: 0-471-14098-8). 

Además, pueden prepararse preparaciones de proteínas mediante fraccionamiento de extractos celulares 45 
enriqueciendo de ese modo tipos específicos de proteínas tales como proteínas de membrana o citoplásmicas 
(Capítulo 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). 

Además, pueden usarse preparaciones de proteínas a partir de fluidos corporales (por ejemplo sangre, líquido 
cefalorraquídeo, líquido peritoneal y orina). 50 

Por ejemplo, pueden usarse lisados de embriones completos derivados de estadios de desarrollo definidos o 
estadios adultos de organismos modelo tales como C. elegans. Además, órganos completos tales como corazón 
disecado de ratones pueden ser la fuente de preparaciones de proteínas. Estos órganos también pueden perfundirse 
in vitro con el fin de obtener una preparación de proteínas. 
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Además, la preparación de proteínas puede ser una preparación que contiene PI3K que se ha producido de manera 
recombinante. Están ampliamente establecidos métodos para la producción de proteínas recombinantes en células 
procariotas y eucariotas (Capítulo 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. Wingfield; Wiley, 1995, ISBN: 
0-471-14098-8). 5 

En una realización preferida de los métodos de la invención, la provisión de una preparación de proteínas 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 mayoría de células y tejidos. PI3K gamma se expresa 
preferentemente en células del sistema hematopoyético (por ejemplo granulocitos, macrófagos, mastocitos y 10 
plaquetas) pero también en cardiomiocitos, músculo liso vascular y células del epitelio vascular. PI3K delta se 
expresa de manera ubicua con expresión pronunciada en linfocitos, granulocitos y mastocitos. 

Por tanto, en una realización preferida, células aisladas de sangre periférica representan un material biológico 
adecuado. Se conocen ampliamente procedimientos para la preparación y el cultivo de subpoblaciones de linfocitos 
y linfocitos humanos obtenidos de sangre periférica (PBL) (W.E Biddison, Capítulo 2.2 “Preparation and culture of 15 
human lymphocytes” en Current Protocols in Cell Biology, 1998, John Wiley & Sons, Inc.). Por ejemplo, la 
centrifugación en gradiente de densidad es un método para la separación de linfocitos de otras poblaciones de 
células sanguíneas (por ejemplo eritrocitos y granulocitos). Pueden aislarse subpoblaciones de linfocitos humanos 
mediante sus receptores de superficie celular específicos que pueden reconocerse por anticuerpos monoclonales. El 
método de separación física implica el acoplamiento de estos reactivos de anticuerpo a perlas magnéticas, lo que 20 
permite el enriquecimiento de células a las que se unen estos anticuerpos (selección positiva). Las células de 
linfocitos aisladas pueden cultivarse y estimularse adicionalmente añadiendo anticuerpos dirigidos contra el receptor 
de células T o co-receptores tales como CD-3 para iniciar la señalización del receptor de células T y posteriormente 
la fosforilación de PI3K (Houtman et al., 2005, The Journal of Immunology 175(4), 2449-2458). 

Como alternativa a células humanas primarias, pueden usarse líneas celulares cultivadas (por ejemplo células 25 
MOLT-4 o células de leucemia basofílica de rata (RBL-2H3)). Las células RBL-2H3 pueden estimularse mediante la 
reticulación del receptor de alta afinidad para IgE (FcepsilonRI) mediante antígenos multivalentes para inducir la 
activación de PI3K (Kato et al., 2006, J. Immunol. 177(1): 147-154). 

En una realización 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 (bibliografía citada anteriormente). 30 

La elección de la célula dependerá principalmente de la expresión de PI3K, puesto que tiene que garantizarse que la 
proteína está presente principalmente en la célula de elección. Con el fin de determinar si una célula dada es un 
sistema de partida adecuado para los métodos de la invención, podrían ser adecuados métodos como 
inmunotransferencia de tipo Western, métodos de detección de ácidos nucleicos basados en PCR, transferencias de 
tipo Northern y métodos de microalineamientos de ADN (“chips de ADN”) con el fin de determinar si una proteína de 35 
interés dada está presente en la célula. 

La elección de la célula también puede verse influida por el fin del estudio. Si es necesario analizar la eficacia in vivo 
de un fármaco 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 dilucidación de dianas de proteína que 
median efectos secundarios no deseados, puede analizarse la célula o el tejido en el que se observa el efecto 40 
secundario (por ejemplo cardiomiocitos, células del epitelio o del músculo liso vascular). 

Además, se prevé dentro de la presente invención 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 diagnóstico usado para obtener una pequeña cantidad de tejido, que entonces 
puede examinarse microscópicamente o con métodos bioquímicos. Las biopsias son importantes para diagnosticar, 45 
clasificar y determinar el estadio de una enfermedad, pero también para evaluar y monitorizar el tratamiento 
farmacológico. 

Se abarca dentro de la presente invención que al recogerse la al menos una célula, la lisis se realiza 
simultáneamente. Sin embargo, se prefiere igualmente que en primer lugar se coseche la célula y luego se lise por 
separado. 50 

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; capítulo 8 en “Sample Preparation Techniques in Analytical Chemistry”, 
Wiley 2003, Editor: Somenath Mitra, ISBN impreso: 0471328456; ISBN en línea: 0471457817). La lisis de diferentes 
tipo de células y tejidos puede lograrse mediante homogeneizadores (por ejemplo homogeneizador Potter), 
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desintegradores ultrasónicos, lisis enzimática, detergentes (por ejemplo NP-40, Triton X-100, CHAPS, SDS), choque 
osmótico, congelación y descongelación repetidas o una combinación de estos métodos. 

Según los métodos de la invención, la preparación de proteínas 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 sólido en condiciones que permiten la formación de un complejo de 3-(2-{2-[2-(2-5 
aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K. 

En la presente invención, la expresión “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 unión covalente o, lo más preferido, mediante unión no covalente. Se aplica la misma 10 
definición 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 sabrá qué condiciones pueden aplicarse con el fin de permitir la formación 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 invención, la expresión “en condiciones que permiten la formación del complejo” 15 
incluye todas las condiciones en las que tal formación, preferiblemente tal unión, es posible. Esto incluye la 
posibilidad de tener el soporte sólido sobre una fase inmovilizada y verter el lisado sobre el mismo. En otra 
realización preferida, también se incluye que el soporte sólido esté en una forma particulada y se mezcle con el 
lisado celular. 

En el contexto de unión no covalente, la unión entre 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-20 
metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida y PI3K es, por ejemplo, mediante puentes salinos, enlaces de 
hidrógeno, interacciones hidrófobas o una combinación de los mismos. 

En una realización preferida, las etapas de la formación 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 fisiológicas. El estado físico de las proteínas dentro de las células se describe en Petty, 1998 25 
(Howard R. Petty, capítulo 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 remisión en línea: mayo de 2001. 
Fecha de publicación impresa : octubre de 1998). 

La puesta en contacto en condiciones esencialmente fisiológicas tiene la ventaja de que las interacciones entre el 30 
ligando, la preparación celular (es decir, la cinasa que va a caracterizarse) y opcionalmente el compuesto reflejan 
tanto como sea posible las condiciones naturales. “Condiciones esencialmente fisiológicas” son, entre otras, las 
condiciones que están presentes en el material de muestra no procesado, original. Incluyen la concentración de 
proteínas fisiológica, el pH, la concentración de sal, la capacidad de tamponamiento y las modificaciones 
postraduccionales de las proteínas implicadas. La expresión “condiciones esencialmente fisiológicas” no requiere 35 
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 dará 
cuenta, por supuesto, de que ciertas restricciones pueden surgir debido al sistema experimental que conducirá 
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 40 
condiciones que no son idénticas a las condiciones fisiológicas encontradas en el organismo. Variaciones 
adecuadas de condiciones fisiológicas para poner en práctica los métodos de la invención resultarán evidentes para 
los expertos en la técnica y están abarcadas por la expresión “condiciones esencialmente fisiológicas” tal como se 
usa en el presente documento. En resumen, debe entenderse que la expresión “condiciones esencialmente 
fisiológicas” se refiere a condiciones cercanas a las condiciones fisiológicas, como por ejemplo las encontradas en 45 
células naturales, pero no necesariamente requiere que estas condiciones sean idénticas. 

Por ejemplo, “condiciones esencialmente fisiológicas” pueden comprender NaCl o KCl 50-200 mM, pH 6,5-8,5, 20-
37ºC y catión divalente 0,001-10 mM (por ejemplo Mg++, Ca++,); más preferiblemente de manera aproximada NaCl 
o KCl 150 m, pH 7,2 a 7,6, catión divalente 5 mM y a menudo incluyen proteína no específica al 0,01-1,0 por ciento 
(por ejemplo BSA). A menudo puede estar presente un detergente no iónico (Tween, NP-40, Triton-X100), 50 
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 HCl 5-50 
mM, pH 5-8, con adición opcional de catión/cationes divalente(s) y/o quelantes de metales y/o detergentes no 
iónicos. 

Preferiblemente, “condiciones esencialmente fisiológicas” significan un pH de desde 6,5 hasta 7,5, preferiblemente 55 
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desde 7,0 hasta 7,5, y/o una concentración de tampón de desde 10 hasta 50 mM, preferiblemente desde 25 hasta 
50 mM, y/o una concentración 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 además a una 
concentración de desde 1 hasta 5 mM, preferiblemente de 1 a 2 mM, en las que más preferiblemente el tampón se 
selecciona del grupo que consiste en Tris-HCl o HEPES. 5 

En el contexto de la presente invención, 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 está inmovilizada sobre un soporte sólido. A lo largo de 
toda la invención, la expresión “soporte sólido” se refiere a todo soporte no disuelto que pueda inmovilizar un ligando 
de molécula pequeña sobre su superficie. 

Según una realización preferida adicional, el soporte sólido se selecciona del grupo que consiste en agarosa, 10 
agarosa modificada, perlas de sefarosa (por ejemplo sefarosa activada con NHS), látex, celulosa y partículas 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 sólido de manera o bien covalente o bien no covalente. La 
unión no covalente incluye unión mediante ligandos de afinidad de biotina que se unen a matrices de esteptavidina. 15 

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 está covalentemente acoplada al soporte sólido. 

Antes del acoplamiento, las matrices pueden obtener grupos activos tales como NHS, carbodimida etc. para permitir 
la reacción 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 sólido 20 
mediante acoplamiento directo (por ejemplo usando grupos funcionales tales como grupos amino, sulfihidrilo, 
carboxilo, hidroxilo, aldehído 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 unión no covalente de la biotina a estreptavidina que está 
unida al soporte sólido directamente). 25 

La unión al material de soporte sólido puede implicar conectores escindibles o no escindibles. La escisión puede 
lograrse mediante tratamiento o escisión enzimática con métodos químicos adecuados. 

Las superficies de contacto de unión preferidas para la unión 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 sólido 
son conectores con una estructura principal de átomos de C. Normalmente los conectores tienen una estructura 30 
principal de 8, 9 ó 10 átomos. Los conectores contienen o bien un grupo carboxilo o bien amino activo. 

El experto apreciará que entre las etapas individuales de los métodos de la invención, 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 sólido. Pueden minimizarse las interacciones de unión no específicas (por 
ejemplo iónicas sencillas) añadiendo niveles bajos de detergente o mediante ajustes moderados a las 35 
concentraciones de sal en el tampón de lavado. 

Según los métodos de identificación de la invención, el sistema de lectura es o bien la detección o bien la 
determinación de PI3K (primer aspecto de la invención), la detección 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 
invención) o la determinación de la cantidad del complejo de 3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-40 
cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K (segundo, tercer y cuarto aspecto de la 
invención). 

A lo largo de toda la invención, pueden usarse los mismos sistemas de lectura usados para la determinación o 
detección de PI3K, la detección 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 determinación de la cantidad del complejo de 3-(2-{2-45 
[2-(2-aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K para 
la detección de ATM, ATR, DNAPK o mTOR o la detección o la determinación 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 proteínas. Esto implica que en casos en los que se usa un agente específico para PI3K (por ejemplo un 
anticuerpo), tiene que usarse un agente específico para ATM, ATR, DNAPK o mTOR en su lugar. Por consiguiente, 50 
las realizaciones y explicaciones facilitadas a continuación también se aplican a la detección de ATM, ATR, DNAPK 
o mTOR o a la detección del complejo o a la determinación 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 
proteínas. 
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En el método según el primer aspecto de la invención, la detección o determinación 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. 5 

En una realización del método según 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 invención. El hecho de que tal complejo se forme indica preferiblemente que el compuesto no inhibe 
completamente la formación 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. 10 

Según los métodos del segundo, tercer y cuarto aspecto de la invención, 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, 
más fuerte interacciona el compuesto respectivo con PI3K, lo que es indicativo de su potencial terapéutico. 

La detección del complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonilfenil)-4-15 
metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K según el segundo aspecto de la invención puede realizarse usando anticuerpos 
marcados dirigidos contra PI3K y un sistema de lectura adecuado. 

Según una realización preferida del segundo aspecto de la invención, 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. 20 

En el transcurso del segundo, tercero y cuarto aspecto de la invención, 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. 

Según la invención, separar significa toda acción que destruya las interacciones entre 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-25 
etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida y PI3K. Esto incluye en una 
realización preferida la elución 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 elución puede lograrse usando reactivos no específicos tal como se describe en detalle a continuación (fuerza 
iónica, valor de pH, detergentes). Además, puede someterse a prueba si un compuesto de interés puede eluir 30 
específicamente 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 interacción con PI3K se describen adicionalmente en las 
siguientes secciones. 

Tales métodos no específicos para destruir la interacción se conocen principalmente en la técnica y dependen de la 
naturaleza de la interacción ligando-enzima. Principalmente, el cambio de fuerza iónica, el valor de pH, la 35 
temperatura o la incubación con detergentes son métodos adecuados para disociar las enzimas diana del ligando 
inmovilizado. La aplicación de un tampón de elución puede disociar parejas de unión 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 iónica (por 
ejemplo alta concentración de sal usando NaI, KI, MgCl2 o KCI), agentes reductores de polaridad que rompen las 
interacciones hidrófobas (por ejemplo dioxano o etilenglicol), o agentes desnaturalizantes (sales caotrópicas o 40 
detergentes tales como dodecilsulfato de sodio, SDS; revisión: Subramanian A., 2002, Immunoaffinty 
chromatography). 

En algunos casos, el soporte sólido tiene que separarse preferiblemente del material liberado. Los métodos 
individuales para esto dependen de la naturaleza del soporte sólido y se conocen en la técnica. Si el material de 
soporte está contenido dentro de una columna el material liberado puede recogerse como parte no retenida de la 45 
columna. En caso de que el material de soporte se mezcle con los componentes del lisado (denominado 
procedimiento discontinuo) una etapa de separación adicional tal como centrifugación suave puede ser necesaria y 
el material liberado se recoge como sobrenadante. Alternativamente, pueden usarse perlas magnéticas como 
soporte sólido de modo que las perlas pueden eliminarse de la muestra usando un dispositivo magnético.  

En la etapa d) del método según el primer aspecto de la invención, se determina si se ha separado la PI3K de la 3-50 
(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 detección de PI3K o la determinación de la cantidad de PI3K. 

Por consiguiente, al menos en realizaciones preferidas de todos los métodos de identificación de la invención, se 
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usan métodos para la detección de PI3K separada o para la determinación de su cantidad. Tales métodos se 
conocen en la técnica e incluyen métodos físicoquímicos tales como secuenciación de proteínas (por ejemplo 
degradación de Edmann), análisis mediante métodos de espectrometría de masas o métodos de inmunodetección 
empleando anticuerpos dirigidos contra PI3K. 

A lo largo de toda la invención, si un anticuerpo se usa con el fin de detectar PI3K o con el fin de determinar su 5 
cantidad (por ejemplo mediante ELISA), el experto entenderá que, si una isoforma específica de PI3K va a 
detectarse o si la cantidad de una isoforma específica de PI3K va a determinarse, puede usarse un anticuerpo 
específico de isoforma. Tal como se indicó anteriormente, tales anticuerpos se conocen en la técnica. Además, el 
experto es consciente de los métodos para la producción de los mismos. 

Preferiblemente, se detectan PI3K, ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR o se determina la cantidad de dichas proteínas 10 
mediante métodos de inmunodetección o espectrometría de masas. En lo siguiente, esto se explicará en más detalle 
en referencia a PI3K, pero las realizaciones y la explicación descritas a continuación también se aplican a ATM, 
ATR, DNAPK o mTOR. 

La identificación de proteínas con análisis espectrométrico de masas (espectrometría de masas) se conoce en la 
técnica (Shevchenko et al., 1996, Analytical Chemistry 68: 850-858; Mann et al., 2001, Analysis of proteins and 15 
proteomes by mass spectrometry, Annual Review of Biochemistry 70, 437-473) y se ilustra además en la sección de 
ejemplos. 

Preferiblemente, el análisis de espectrometría de masas se realiza de una manera cuantitativa, por ejemplo usando 
tecnología iTRAQ (etiquetas isobáricas para cuantificación absoluta y relativa) o cICAT (etiquetas de afinidad 
codificadas con isótopos escindibles) (Wu et al., 2006. J. Proteome Res. 5, 651-658). 20 

Según una realización preferida adicional de la presente invención, la caracterización mediante espectrometría de 
masas (EM) se realiza mediante la identificación de péptidos proteotípicos 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 proteína difieren en gran medida, denominándose los péptidos observados lo 
más frecuentemente que “normalmente” contribuyen a la identificación de esta proteína “péptido proteotípico”. Por 25 
tanto, un péptido proteotípico tal como se usa en la presente invención es un péptido que puede observarse bien 
experimentalmente que identifica de manera única a una isoforma de proteína o proteína específica. 

Según una realización preferida, la caracterización se realiza comparando los péptidos proteotípicos obtenidos en el 
transcurso de la puesta en práctica de los métodos de la invención con péptidos proteotípicos conocidos. Puesto 
que, cuando se usan fragmentos preparados mediante digestión con proteasas para la identificación de una proteína 30 
en EM, habitualmente se observan los mismos péptidos proteotípicos para una enzima dada, es posible comparar 
los péptidos proteotípicos obtenidos para una muestra dada con los péptidos proteotípicos ya conocidos para 
enzimas de una clase dada de enzimas y de ese modo identificar la enzima que está presente en la muestra. 

Como alternativa al análisis de espectrometría de masas, puede detectarse PI3K eluída (incluyendo proteínas de 
armazón o parejas de unión conjuntamente eluídas) o puede determinarse su cantidad usando un anticuerpo 35 
específico dirigido contra PI3K (o contra una isoforma de PI3K, véase anteriormente). 

Además, en otra realización preferida, una vez que se ha establecido la identidad de la pareja de unión 
conjuntamente eluída mediante análisis de espectrometría de masas, cada pareja de unión puede detectarse con 
anticuerpos específicos dirigidos contra esta proteína. 

Los ensayos basados en anticuerpos adecuados incluyen pero sin limitarse a inmunotransferencias de tipo Western, 40 
ensayos de ELISA, ensayos de ELISA de tipo “sándwich” y alineamientos de anticuerpos o una combinación de los 
mismos. El establecimiento de tales ensayos se conoce en la técnica (capítulo 11, Immunology, páginas 11-1 a 11-
30 en: Short Protocols in Molecular Biology. Cuarta edición, editado por F.M. Ausubel et al., Wiley, Nueva York, 
1999). 

Estos ensayos no sólo pueden configurarse de una manera para detectar y cuantificar una proteína de interés de 45 
interacción con PI3K (por ejemplo una subunidad reguladora o catalítica de un complejo de PI3K), sino también para 
analizar patrones de modificación postraduccional tales como modificación por ubiquitina o fosforilación. 

Además, los métodos de identificación de la invención implican el uso de compuestos que se someten a prueba para 
determinar su capacidad para ser un compuesto de interacción con PI3K. 

Principalmente, según la presente invención, un compuesto de este tipo puede ser toda molécula que pueda 50 
interaccionar con PI3K, por ejemplo, inhibiendo su unión 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 químicos que se producen 
de manera natural o sintéticos o fármacos sintéticos orgánicos, más preferiblemente moléculas pequeñas, fármacos 
orgánicos o compuestos de molécula pequeña naturales. Preferiblemente, dicho compuesto se identifica partiendo 
de una biblioteca que contiene tales compuestos. Luego, en el transcurso de la presente invención, se examina una 5 
biblioteca de este tipo. 

Tales moléculas pequeñas no son preferiblemente proteínas o ácidos nucleicos. Preferiblemente, las moléculas 
pequeñas presentan un peso molecular de menos de 1.000 Da, más preferido de menos de 750 Da, lo más preferido 
de menos de 500 Da. 

Una “biblioteca” según la presente invención se refiere a una colección (en su mayoría grande) de (numerosas) 10 
entidades químicas diferentes que se proporcionan de una manera clasificada que permite tanto un análisis 
funcional rápido (examen) de las entidades individuales diferentes, como al mismo tiempo proporciona una rápida 
identificación de las entidades individuales que forman la biblioteca. Ejemplos son colecciones de tubos o pocillos o 
puntos sobre superficies que contienen compuestos químicos que pueden añadirse en reacciones con una o más 
parejas de interacción potencial definidas de una manera de alto rendimiento. Tras la identificación de una 15 
interacción “positiva” deseada de ambas parejas, el compuesto respectivo puede identificarse rápidamente debido a 
la construcción de la biblioteca. Las bibliotecas de orígenes natural y sintético o bien pueden adquirirse o bien 
diseñarse por el experto en la técnica. 

Se proporcionan ejemplos de la construcción 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; 20 
9(23):2129-45, en el que se describen productos naturales que son puntos de partida biológicamente validados para 
el diseño de bibliotecas combinatorias, puesto que tienen un registro comprobado de relevancia biológica. Este 
papel especial de productos naturales en la biología química y química médica puede interpretarse a la luz de 
nuevos hallazgos sobre la arquitectura de dominios de las proteínas obtenidos mediante la biología estructural y la 
bioinformática. Con el fin de cumplir los requisitos específicos del bolsillo de unión individual dentro de una familia de 25 
dominios, puede ser necesario optimizar la estructura de los productos naturales mediante variación química. Se 
dice que la química de fase sólida se convertirá en una herramienta eficaz para este proceso de optimización, y se 
destacan los últimos avances en este campo en este artículo de revisión. Otras referencias relacionadas incluyen 
Edwards PJ, Morrell AI. 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 30 
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 fármacos actuales en muchas compañías farmacéuticas requieren colecciones grandes y 
crecientes de estructuras líder de alta calidad para su uso en ensayos de selección de alto rendimiento. En el 
pasado, se han adquirido colecciones de moléculas pequeñas con estructuras diversas y propiedades “similares a 35 
fármaco” por varios medios: mediante el archivo de esfuerzos de optimización de líderes internos previos, mediante 
la adquisición de proveedores de compuestos y mediante la unión de colecciones separadas tras fusiones de 
compañías. Aunque se describe a la química de alto rendimiento/combinatoria como un componente importante en 
el proceso de generación de nuevos líderes, la selección de diseños de bibliotecas para la síntesis y el posterior 
diseño de los miembros de biblioteca ha evolucionado a un nuevo nivel de desafío e importancia. Los posibles 40 
beneficios de la selección de diseños de bibliotecas de compuestos de molécula pequeña múltiples contra dianas 
biológicas múltiples ofrece una oportunidad sustancial para descubrir nuevas estructuras líder.  

En una realización preferida del segundo y tercer aspecto, la preparación de proteínas 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 45 
incubación simultánea 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 (incubación conjunta) con la preparación de 
proteínas que contiene PI3K (ensayo de unión competitiva). 

En el caso de que la incubación con el compuesto sea primero, se incuba en primer lugar preferiblemente la PI3K 
con el compuesto durante de 10 a 60 minutos, más preferido de 30 a 45 minutos a una temperatura de 4ºC a 37ºC, 50 
más preferido de 4ºC a 25ºC, lo más preferido 4ºC. Preferiblemente se usan compuestos a concentraciones que 
oscilan entre 1 µM y 1 mM, preferiblemente entre 10 y 100 µM. La segunda etapa, la puesta en contacto con el 
ligando inmovilizado, se realiza preferiblemente durante de 10 a 60 minutos a 4ºC. 

En el caso de la incubación simultánea, se incuba preferiblemente la PI3K de manera simultánea 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 55 
durante de 30 a 120 minutos, más preferido de 60 a 120 minutos a una temperatura de 4ºC a 37ºC, más preferido de 
4ºC a 25ºC, lo más preferido 4ºC. Preferiblemente se usan compuestos a concentraciones que oscilan entre 1 µM y 
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1 mM, preferiblemente entre 10 y 100 µM. 

Además, las etapas a) a c) del segundo aspecto de la invención pueden realizarse con varias preparaciones de 
proteínas con el fin de someter a prueba diferentes compuestos. Esta realización es especialmente interesante en el 
contexto de selecciones de medio y alto rendimiento (véase a continuación). 

En una realización preferida del método de la invención según el tercer o cuarto aspecto, la cantidad del complejo de 5 
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 realización preferida del método de la invención según 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 comparación con la etapa b) indica que PI3K es una diana del 10 
compuesto. Esto resulta del hecho de que en la etapa c) de este método de la invención, el compuesto compite con 
el ligando por la unión de PI3K. Si está presente menos PI3K en la alícuota incubada con el compuesto, esto 
significa preferiblemente que el compuesto ha competido con el inhibidor por la interacción con la enzima y es, por 
tanto, una diana directa de la proteína y viceversa. 

Preferiblemente, los métodos de identificación de la invención se realizan como una selección de medio o alto 15 
rendimiento. 

El compuesto de interacción identificado según la presente invención 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 selección 
de medio a alto rendimiento (Fuchikami et al., 2002, J. Biomol. Screening 7, 441-450). 20 

Además, el compuesto de interacción identificado según la presente invención 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 lípido cinasa de PI3K puede medirse usando ensayos basados en disoluciones con 
vesículas de fosfolípidos. La reacción se finaliza mediante la adición de disolventes orgánicos acidificados y la 25 
posterior separación de fases mediante extracción o análisis de cromatografía en capa fina (Carpenter et al., 1990, 
J. Biol. Chem. 265, 19704-19711). 

Alternativamente, puede usarse un formato de ensayo de polarización de fluorescencia. En resumen, se incuba PI3K 
con un sustrato de fosfoinositol adecuado. Tras completarse la reacción, se mezclan los productos de reacción con 
una proteína detectora de fosfoinositol específica y una sonda de fosfoinositol fluorescente. Los valores de 30 
polarización (mP) disminuyen a medida que se desplaza la unión de la sonda a la proteína detectora de fosfoinositol 
por el producto de reacción. El grado de polarización de la sonda fluorescente es inversamente proporcional a la 
cantidad del producto de la reacción de PI3K (Drees et al., 2003, Comb. Chem. High Throughput Screening 6, 321-
330). 

Para la determinación de la actividad proteína cinasa de PI3K, puede usarse un ensayo de polarización de 35 
fluorescencia con un sustrato peptídico adecuado. En resumen, puede incubarse un sustrato peptídico marcado con 
fluoresceína con PI3K (por ejemplo PI3K delta), ATP y un anticuerpo anti-fosfoserina. A medida que la reacción 
avanza, el péptido fosforilado se une al anticuerpo anti-fosfoserina, dando como resultado un aumento en la señal de 
polarización. Compuestos que inhiben la cinasa dan como resultado una señal de polarización baja. 

Los compuestos identificados según la presente invención pueden optimizarse adicionalmente (optimización líder). 40 
Esta optimización posterior de tales compuestos a menudo se acelera debido a la información de relación estructura-
actividad (SAR) codificada en estas bibliotecas de generación de líderes. La optimización líder a menudo se facilita 
debido a la fácil aplicabilidad de los métodos de química de alto rendimiento (HTC) para la síntesis de seguimiento. 

Un ejemplo de una biblioteca de este tipo y optimización líder se describe para PI3K gamma (Pomel et al., 2006, J. 
Med. Chem. 49, 3857-3871). 45 

Los métodos de la invención 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 indicó anteriormente, estas etapas pueden realizarse 50 
esencialmente tal como se describió anteriormente para PI3K, en las que se usan agentes, por ejemplo anticuerpos 
específicos para la cinasa dada cuando se requiere. 
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La lógica detrás de estas etapas del método es que es posible determinar la especificidad del compuesto de 
interacción con PI3K identificado. Se prefiere, en el contexto de la presente invención, identificar compuestos de 
interacción con PI3K que son específicos para PI3K, es decir, que se unen en un menor grado a ATM, ATR, DNAPK 
y/o mTOR, o, incluso más preferido, no se unen a una o todas estas proteínas. 

La invención da a conocer además un método para la preparación de una composición farmacéutica que comprende 5 
las etapas de  

a) identificar un compuesto de interacción con PI3K tal como se describió anteriormente, y  

b) formular el compuesto de interacción para una composición farmacéutica. 

Por tanto, la invención proporciona un método para la preparación de composiciones farmacéuticas, que pueden 
administrarse a un sujeto en una cantidad eficaz. En un aspecto preferido, el producto terapéutico se purifica 10 
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 mamífero, y lo más 
preferiblemente un ser humano. En una realización específica, un mamífero no humano es el sujeto. 

Los compuestos identificados según la invención son útiles para la prevención o el tratamiento de enfermedades en 
las que PI3K desempeña un papel tales como cáncer (por ejemplo cáncer de mama, de colon o de ovarios), 15 
trastornos metabólicos (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 invención también se refiere al uso de un compuesto identificado mediante los 
métodos de la invención para la preparación de un medicamento para el tratamiento de una o más de las 
enfermedades mencionadas anteriormente. Además, la presente invención se refiere a una composición 20 
farmacéutica que comprende dicho compuesto. 

En general, las composiciones farmacéuticas de la presente invención comprenden una cantidad terapéuticamente 
eficaz de un producto terapéutico, y un portador farmacéuticamente aceptable. En una realización específica, la 
expresión “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 25 
animales, y más particularmente, en seres humanos. El término “portador” se refiere a un diluyente, adyuvante, 
excipiente o vehículo con el que se administra el producto terapéutico. Tales portadores farmacéuticos pueden ser 
líquidos estériles, tales como agua y aceites, incluyendo los de origen del petróleo, 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 composición farmacéutica se administra por vía oral. Solución salina y 30 
dextrosa acuosa son portadores preferidos cuando la composición farmacéutica se administra por vía intravenosa. 
Se emplean preferiblemente soluciones salinas y dextrosa acuosa y disoluciones de glicerol como portadores 
líquidos para disoluciones inyectables. Los excipientes farmacéuticos adecuados incluyen almidón, glucosa, lactosa, 
sacarosa, gelatina, malta, arroz, harina, caliza, gel de sílice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, 
cloruro de sodio, leche desnatada en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol y similares. La composición, si se 35 
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, píldoras, cápsulas, polvos, formulaciones de liberación sostenida y similares. La composición puede 
formularse como un supositorio, con aglutinantes y portadores tradicionales tales como triglicéridos. La formulación 
oral puede incluir portadores convencionales tales como calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidón, 40 
estearato de magnesio, sacarina sódica, celulosa, carbonato de magnesio, etc. Se describen ejemplos de portadores 
farmacéuticos adecuados en “Remington’s Pharmaceutical Sciences” por E.W. Martin. Tales composiciones 
contendrán una cantidad terapéuticamente eficaz del producto terapéutico, preferiblemente en forma purificada, 
junto con una cantidad adecuada de portador para proporcionar la forma para administración apropiada al paciente. 
La formulación debe adecuarse al modo de administración. 45 

En una realización preferida, se formula la composición, según procedimientos de rutina, como una composición 
farmacéutica adaptada para administración intravenosa a seres humanos. Normalmente, las composiciones para 
administración intravenosa son disoluciones en tampón acuoso isotónico estéril. Cuando sea necesario, la 
composición también puede incluir un agente solubilizante y un anestésico local tal como lidocaína para aliviar el 
dolor en el sitio de la inyección. Generalmente, los componentes se suministran o bien por separado o bien 50 
mezclados entre sí 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 composición va a administrarse mediante infusión, puede dispensarse con un frasco de 
infusión que contiene solución salina o agua de calidad farmacéutica estéril. Cuando la composición se administra 
mediante inyección, puede proporcionarse una ampolla de solución salina o agua estéril para inyección de modo que 55 
los componentes pueden mezclarse antes de la administración. 
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Los productos terapéuticos de la invención pueden formularse como formas de sal o neutras. Las sales 
farmacéuticamente aceptables incluyen las formadas con grupos carboxilo libres tales como las derivadas de ácidos 
clorhídrico, fosfórico, acético, oxálico, tartárico, etc., las formadas con grupos amino libres tales como las derivadas 
de isopropilamina, trietilamina, 2-etilaminoetanol, histidina, procaína, etc., y las derivadas de hidróxidos de sodio, 
potasio, amonio, calcio y férrico, etc. 5 

La cantidad del producto terapéutico de la invención que será eficaz en el tratamiento de un estado o trastorno 
particular dependerá de la naturaleza del estado o trastorno, y puede determinarse mediante técnicas clínicas 
convencionales. Además, pueden emplearse también ensayos in vitro opcionalmente para ayudar a identificar 
intervalos de dosificación óptimos. La dosis precisa que va a emplearse en la formulación también dependerá de la 
vía de administración y la gravedad de la enfermedad o trastorno y debe decidirse según el juicio del médico y de las 10 
circunstancias de cada paciente. Sin embargo, intervalos de dosificación adecuados para administración intravenosa 
son generalmente de aproximadamente 20-500 microgramos de compuesto activo por kilogramo de peso corporal. 
Intervalos de dosificación adecuados para administración 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 15 
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 administración y pueden usarse para administrar un producto terapéutico de la 
invención, por ejemplo, encapsulación en liposomas, micropartículas y microcápsulas: uso de células recombinantes 
que pueden expresar el producto terapéutico, uso de endocitosis mediada por receptor (por ejemplo, Wu y Wu, 20 
1987, J. Biol. Chem. 262:4429-4432); construcción de un ácido nucleico terapéutico como parte de un vector 
retroviral u otro, etc. Los métodos de introducción incluyen pero sin limitarse a las vías intradérmica, intramuscular, 
intraperitoneal, intravenosa, subcutánea, intranasal, epidural y oral. Los compuestos pueden administrarse mediante 
cualquier vía conveniente, por ejemplo mediante infusión, mediante inyección en bolo, mediante absorción a través 
de los revestimientos mucocutáneo o epitelial (por ejemplo, mucosa intestinal, rectal y oral, etc.), y pueden 25 
administrarse junto con otros agentes biológicamente activos. La administración puede ser sistémica o local. 
Además, puede ser deseable introducir las composiciones farmacéuticas de la invención en el sistema nervioso 
central mediante cualquier vía adecuada, incluyendo inyección intratecal e intraventricular; la inyección 
intraventricular puede facilitarse mediante un catéter intraventricular, por ejemplo, unido a un depósito, tal como un 
depósito Ommaya. También puede emplearse administración pulmonar, por ejemplo, mediante el uso de un 30 
inhalador o nebulizador, y formulación con un agente de aerosolización. 

En una realización específica, puede ser deseable administrar las composiciones farmacéuticas de la invención de 
manera local a la zona que necesita tratamiento. Esto puede logarse, por ejemplo, y no a modo de limitación, 
mediante infusión local durante la cirugía, aplicación tópica, por ejemplo, conjuntamente con un apósito para heridas 
tras la cirugía, mediante inyección, por medio de un catéter, por medio de un supositorio, o por medio de un 35 
implante, siendo dicho implante de un material poroso, no poroso o gelatinoso, incluyendo membranas, tales como 
membranas sialásticas o fibras. En una realización, la administración puede ser mediante inyección directa en el sitio 
(o antiguo sitio) de un tumor maligno o tejido neoplásico o preneoplásico. 

En otra realización, el producto terapéutico puede administrarse en una vesícula, en particular un liposoma (Langer, 
1990, Science 249:1527-1533). 40 

Aún en otra realización, el producto terapéutico puede administrarse mediante un sistema de liberación controlada. 
En una realización, puede usarse una bomba (Langer, citado anteriormente). Aún en otra realización, puede 
colocarse un sistema de liberación controlada en las proximidades de la diana terapéutica, es decir, el cerebro, 
requiriendo así sólo una fracción de la dosis sistémica. 

En el contexto de la presente invención, se ha encontrado que el ligando 1 de feniltiazol es un ligando para ATM, 45 
ATR, DNAPK y mTOR. Por tanto, la presente invención también se refiere a métodos para la identificación de 
compuestos de interacción con ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR. Estos métodos se realizan tal como se describió 
anteriormente en el contexto de la identificación de compuestos de interacción con PI3K. Además, se prevé dentro 
de la presente invención que estos métodos para la identificación de compuestos de interacción con ATM, ATR, 
DNAPK o mTOR puedan contener o no la etapa de determinar si un compuesto dado puede interaccionar también 50 
con otras PIKK cinasas tal como se define en la presente invención. 

La invención se refiere además a un método para la purificación de ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR, que comprende 
las etapas de  

a) proporcionar una preparación de proteínas que contiene una o más de dichas proteínas,  

b) poner en contacto la preparación de proteínas con 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-55 
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metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o una sal de la misma inmovilizada sobre un soporte sólido en 
condiciones que permiten la formación 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 - proteína, y  

c) separar la proteína 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. 5 

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

Las realizaciones tal como se definieron anteriormente para la métodos de identificación de la invención también se 
aplican al método de purificación de la invención. 

Preferiblemente, dicha purificación se realiza usando un anticuerpo específico de isoforma tal como se explicó 10 
anteriormente. 

En una realización preferida, el método de purificación de la invención comprende además tras la etapa c) la 
identificación de proteínas que pueden unirse a ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR. Esto es especialmente interesante 
cuando se realiza la formación del complejo en condiciones esencialmente fisiológicas, debido a que entonces es 
posible conservar el estado natural de la enzima que incluye la existencia de parejas de unión, subunidades 15 
enzimáticas o modificaciones postraduccionales, que entonces pueden identificarse con la ayuda de espectrometría 
de masas (EM). 

Por consiguiente, en una realización preferida, el método de purificación de la invención comprende además tras la 
etapa c) la determinación de si la proteína dada está modificada además postraduccionalmente, por ejemplo 
mediante modificación por ubiquitina. 20 

La invención se refiere además 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 identificación de compuestos de interacción con 
ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR y para la purificación de PI3K. Las realizaciones tal como se definieron anteriormente 
también se aplican a los usos de la invención. 

También se da a conocer que no sólo 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-25 
fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida o una sal de la misma, sino que además 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 núcleo idéntico pero que tienen otro 
conector, preferiblemente acoplado al nitrógeno que no es parte de las estructuras cíclicas, para su unión al soporte 
sólido, puede usarse para la identificación de los compuestos de interacción. Por consiguiente, ambos ligandos se 30 
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 átomos. Los 
conectores pueden contener un grupo activo o bien amino, hidroxilo o bien carboxilo.  

La invención se ilustra además mediante las siguientes figuras y ejemplos, que no se consideran limitativos para el 35 
alcance de protección conferido por las reivindicaciones de la presente solicitud.  

Breve descripción de las figuras 

Figura 1: Síntesis y estructura del ligando 1 de feniltiazol.  

El ligando 1 de feniltiazol se sintetizó tal como se describe en el ejemplo 1.  

Figura 2: Experimento de precipitación (“pulldown”) de fármacos con el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado y 40 
detección por inmunotransferencia de tipo Western de proteínas de PI3K.  

Como material biológico, se usó un lisado celular preparado a partir de células MOLT-4. El experimento de 
precipitación de fármacos se realizó tal como se describe en el ejemplo 2 con muestras de lisados que contienen 50 
mg de proteína. Se eluyeron las proteínas capturadas con tampón que contiene DMSO (carril 1), 100 µM de ligando 
1 de feniltiazol libre o tampón de muestra de SDS (carril 3). Las muestras eluídas se separaron en geles de SDS-45 
poliacrilamida y se transfirieron a membranas. Las inmunotransferencias se incubaron en primer lugar con 
anticuerpos específicos dirigidos contra PI3K gamma (figura 2A) y PI3K delta (figura 2B). Para la detección 
secundaria, se usaron anticuerpos marcados con colorantes fluorescentes para la detección con el sistema de 
obtención de imágenes infrarrojas Odyssey. Carril 1: control elución de DMSO; carril 2: elución con ligando 1 de 
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feniltiazol libre 100 µM; carril 3: elución de SDS.  

Figura 3: Experimento de precipitación de fármacos con el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado para análisis de 
espectrometría de masas de proteínas.  

Se muestra un gel de proteína tras la tinción con azul de Coomassie. Las zonas del gel indicadas se cortaron como 
rodajas de gel y se sometieron las proteínas a análisis mediante espectrometría de masas.  5 

El experimento de precipitación de fármacos se realizó tal como se describe en el ejemplo 2 con una muestra de 
lisado de células MOLT-4 que contiene 50 mg de proteína. Se eluyeron las proteínas unidas al ligando 1 de 
feniltiazol inmovilizado con tampón de muestra de SDS y se separaron mediante electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE). 

Figura 4: Péptidos identificados de PI3K gamma.  10 

Los péptidos que se identificaron mediante análisis de espectrometría 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 análisis de espectrometría de masas de la secuencia de PI3K gamma 
humana se muestran en negrita y subrayado.  15 

Figura 6: Ensayo de elución para la identificación de compuestos de interacción con PI3K gamma.  

Se realizó el experimento tal como se describe en el ejemplo 3. Se capturó la proteína PI3K gamma mediante el 
ligando 1 de feniltiazol inmovilizado a partir de de lisado de células MOLT-4 y se eluyó mediante los compuestos tal 
como se indicó. Los eluatos se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa y se detectó la PI3K gamma con el 
sistema de obtención de imágenes infrarrojas Odyssey. Primer anticuerpo: anti-PI3K gamma (Jena Bioscience ABD-20 
026S; anticuerpo de ratón). Segundo anticuerpo: anti-ratón IRDye800 (Rockland, 610-732-124). Se muestra la 
intensidad integrada (kilopíxel integrado/mm2).  

Compuestos usados para la elución:  

Compuesto 1 (LY294002); CI50 > 100 µM; compuesto 2 (AS-605240): CI50=26 nM; compuesto 3 (AS-604850); 
CI50=1,7 µM,  25 

Figura 7: Ensayo de unión competitiva para la identificación de compuestos de interacción con PI3K gamma.  

El experimento se realizó tal como se describe en el ejemplo 4. Se añadieron compuestos de prueba a las 
concentraciones indicadas y la matriz de afinidad a lisado de células MOLT-4 y se capturó la proteína PI3K gamma 
que no interaccionaba con los compuestos de prueba mediante el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado sobre la 
matriz de afinidad. Se separó la matriz de afinidad del lisado, se eluyeron las proteínas unidas con tampón de 30 
muestra de SDS y se transfirieron los eluatos a una membrana de nitrocelulosa. Se determinó la cantidad de PI3K 
gamma con el sistema de obtención de imágenes infrarrojas Odyssey.  

7A: Transferencias puntuales estudiadas con sonda con anticuerpos y señales detectadas con el sistema de 
obtención de imágenes infrarrojas Odyssey. Primer anticuerpo: anti-PI3K gamma (Jena Bioscience ABD-026S; 
anticuerpo de ratón). Segundo anticuerpo: anti-ratón IRDye800 (Rockland, 610-732-124).  35 

7B: Curvas de unión de competición. Se representan gráficamente las unidades Odyssey relativas (intensidad 
integrada; kilopíxel integrado/mm2) frente a las concentraciones de compuesto y se calculan los valores de 
competición a la mitad de la unión máxima (CI). Compuesto 1 (LY294002): CI50 > 30 µM; compuesto 2 (AS-605240): 
CI50 = 4,6 µM; compuesto 3 (AS-604850): CI50 =176 nM.  

Figura 8: Obtención del perfil de compuestos añadiendo compuestos a lisados celulares (ensayo de lisado) o 40 
incubando el compuesto con células RAW264.7 vivas (ensayo de células).  

El experimento se realizó tal como se describe en el ejemplo 5. Se usaron compuestos a una concentración de 
10 µM en ambos ensayos y se cuantificó la cantidad de PI3Kdelta con el sistema de obtención de imágenes 
infrarrojas Odyssey.  

Figura 9: Obtención del perfil de selectividad de inhibidores de PI3K usando cuantificación por espectrometría de 45 
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masas. Se realizó el experimento como un ensayo de unión de competición de Kinobeads en lisados de células 
Ramos tal como se describe en el ejemplo 6. Basándose en la obtención de perfil por espectrometría de masas 
cuantitativa, se muestran los valores de CI50 (µM) para dianas individuales.  

A: Compuesto CZC00015097  

B: Compuesto CZC00018052  5 

C: Compuesto CZC00019091  

Figura 10: Curvas de dosis-respuesta del compuesto CZC18052.  

El compuesto se sometió a prueba en el ensayo de unión de competición con inmunodetección multiplexada de 
cinasas tal como se describe en el ejemplo 7. En un único ensayo, se midió la afinidad de unión del compuesto para 
PI3K alfa, PI3K beta, PI3K gamma, PI3K delta y DNAPK. En resumen, se incubó una mezcla 1:1 de lisados de 10 
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 alícuotas del eluato sobre cinco membranas de nitrocelulosa 
diferentes, cada una de las cuales se incubó con el anticuerpo diana respectivo y posteriormente un anticuerpo 
secundario fluorescente. Se cuantificó la señal fluorescente usando un escáner infrarrojo. El compuesto mostró 15 
unión potente para una gama de cinasas: PI3K alfa (CI50 = 0,027 µM), PI3K beta (CI50 = 0,034 µM), PI3K gamma 
(CI50 = 0,43 µM), PI3K delta (CI50 = 0,14 µM) y DNAPK (CI50 = 0,038 µM).  

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

El experimento se llevó a cabo tal como se describe en el ejemplo 7. El compuesto mostró unión a las siguientes 
cinasas: PI3K alfa (CI50 > 7 µM), PI3K beta (CI50 = 1,7 µM), PI3K gamma (CI50 = 0,17 µM). PI3Kdelta (CI50 > 3 µM) y 20 
DNAPK (CI50 > 6 µM). El compuesto CZC19950 mostró unión potente sólo a PI3K gamma (CI50 = 0,17 µM).  

Figura 12: Experimento de precipitación de fármacos con el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado para análisis de 
espectrometría de masas de proteínas. Se muestra un gel de proteína tras la tinción con azul de Coomassie. Las 
zonas del gel indicadas se cortaron como rodajas de gel y las proteínas se sometieron a análisis mediante 
espectrometría de masas. El experimento de precipitación de fármacos se realizó tal como se describe en el ejemplo 25 
2 con una mezcla 1:1 de muestra de lisado de células Jurkat y Ramos que contiene 50 mg de proteína. Se eluyeron 
las proteínas unidas al ligando 1 de feniltiazol inmovilizado con tampón de muestra de SDS y se separaron mediante 
electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE). Se identificaron las siguientes proteínas en este 
experimento: DNA-PK, ATM, y mTOR.  

Figura 13: Péptidos identificados mediante espectrometría de masas de DNA-PK tras una precipitación de fármacos 30 
con ligando 1 de feniltiazol inmovilizado. Los péptidos identificados están subrayados.  

Figura 14: Péptidos identificados mediante espectrometría de masas de ATM tras una precipitación de fármacos con 
ligando 1 de feniltiazol inmovilizado.  

Figura 15: Péptidos identificados mediante espectrometría de masas de mTOR tras una precipitación de fármacos 
con ligando 1 de feniltiazol inmovilizado.  35 

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

Figura 17: Experimento de precipitación de fármacos con el ligando de fenilmorfolin-cromeno inmovilizado para 
análisis de espectrometría de masas de proteínas.  

Se muestra un gel de proteínas tras la tinción con azul de Coomassie. Las zonas del gel indicadas se cortaron como 40 
rodajas de gel y se sometieron las proteínas a análisis mediante espectrometría de masas. El experimento de 
precipitación de fármacos se realizó tal como se describe en el ejemplo 2 con una mezcla 1:1 de lisado de células 
HeLa y K-562 que contiene 50 mg de proteína. Se eluyeron las proteínas unidas al ligando de fenilmorfolin-cromeno 
con tampón de muestra de SDS y se separaron mediante electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE).  

Figura 18: Péptidos identificados mediante espectrometría de masas de AT humana tras una precipitación de 45 
fármacos con el ligando de fenilmorfolin-cromeno inmovilizado a partir de una mezcla de lisado de HeLa - K562.  

Figura 19: Péptidos identificados mediante espectrometría de masas de ATM humana tras una precipitación de 
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fármacos con el ligando de fenilmorfolin-cromeno inmovilizado a partir de una mezcla de HeLa - K562.  

Figura 20: Péptidos identificados mediante espectrometría de masas de mTOR humana tras una precipitación de 
fármacos con el ligando de fenilmorfolin-cromeno inmovilizado a partir de una mezcla de HeLa - K562.  

Ejemplo 1: Preparación de la matriz de afinidad 

Este ejemplo ilustra la preparación de la matriz de afinidad para la captura por afinidad de PI3K cinasas a partir de 5 
lisados celulares. Se inmovilizó el ligante de captura covalentemente sobre un soporte sólido a través de enlace 
covalente usando un grupo funcional amino. Se usó esta matriz de afinidad en el ejemplo 2, el ejemplo 3 y el 
ejemplo 4.  

Síntesis 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)  10 

Etapas 1-3: Se preparó 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 70ºC durante 2 horas. Se dejó enfriar la mezcla de reacción hasta 15 
temperatura ambiente y se recogió el producto sólido mediante filtración y se secó a vacío produciendo 5-(4-cloro-3-
metanosufonil-fenil)-4-metil-tiazol-2-ilamina como un sólido de color hueso (375 mg). 1H RMN (400MHz DMSO-d6) δ 
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 ácido 3-(2-{2-[2-(2-terc-butoxicarbonilamino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-propiónico del éster 
terc-butílico del ácido (2-{2-[2-(2-{2[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2-ilcarbamoil]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-20 
etoxi}-etil]-carbámico (690 mg 1,9 mmol), EDAC (403 mg 2,1mmol), HOBT (284 mg 2,1 mmol), NMM (420 µl 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 eliminó el disolvente a presión reducida y se disolvió el 
residuo en diclorometano (150 ml), se lavó con disolución acuosa de HCl 1 M (50 ml) e hidrogenocarbonato de sodio 
acuoso saturado (50 ml), se secó (sulfato de magnesio), se filtró y se evaporó. Se purificó el residuo mediante 25 
cromatografía ultrarrápida usando un cartucho ultrarrápido de sílice IST de 50 g eluyendo con diclorometano/metanol 
al 0-2% produciendo éster terc-butílico del ácido (2-{2-[2-(2-{2[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2-
ilcarbamoil]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etil)-carbámico como un aceite (1,1 g de disolvente residual presente) 1H RMN 
(400MHz CDCl3) 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). 30 

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 disolvió éster terc-butílico del ácido (2-{2-[2-(2-{2[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2-ilcarbamoil]-
etoxi}-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etil)-carbámico (1,0 g 1,5 mmol) en diclorometano (10 ml) y se trató con HCl (4 ml de 
disolución 4 M en dioxano). Se agitó la reacción a temperatura ambiente durante 3 horas. Se evaporó el disolvente y 35 
se secó el residuo a vacío produciendo clorhidrato de 3-(2-{2-[2-(2-aminoetoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-
metanosuIfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida como un aceite viscoso de color amarillo (830 mg de disolvente 
residual presente) 1H RMN (400MHz CDCl3) 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.  40 

Tabla 1: Abreviaturas usadas 

a amplio 

CDCl3 deuterocloroformo 

d  doblete 

dd  doblete de dobletes 
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(continuación) 
 

DMSO Dimetilsulfóxido 

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

g  gramo 

HCl ácido clorhídrico 

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 

 

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

Se equilibró la sefarosa 4 Fast Flow activada con NHS (Amersham Biosciences, 17-0906-01) con DMSO anhidro 5 
(dimetilsulfóxido, Fluka, 41648, H20 <= 0,005%). Se colocó 1 ml de perlas sedimentadas en un tubo Falcon de 15 
ml, se añadió disolución madre de compuesto (habitualmente 100 mM en DMF o DMSO) (concentración final de 0,2-
2 µmol/ml de perlas) así como 15 µl 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 10 
reaccionaron mediante incubación 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 -20ºC. 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 incubación con aminoetanol tal como se describió anteriormente.  

Ejemplo 2: Precipitación de fármacos de PI3K usando el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado 15 

Este ejemplo demuestra el uso del ligando 1 de feniltiazol inmovilizado para la identificación de proteínas PI3K a 
partir de lisados celulares de una línea de células T humana (células MOLT4; número 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 proteínas que se unían al ligando 1 de feniltiazol mediante análisis de espectrometría de masas 
(EM) e inmunotransferencia de tipo Western. Para el análisis de inmunotransferencia de tipo Western, se eluyeron 20 
las proteínas 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 específicos (figura 2). Los resultados del 
análisis 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 identificación de proteínas mediante análisis de espectrometría de masas, se eluyeron las proteínas 25 
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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 digestión proteolítica en el gel 
con tripsina y se analizaron mediante espectrometría de masas CL-EM/EM. 

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

1. Cultivo celular 

Se hicieron crecer células MOLT-4 (número de la ATCC 1582) en matraces Spinner de 1 litro (Integra Biosciences, 
n.º 182101) en suspensión en medio RPMI 1640 (Invitrogen, n.º 21875-034) complementado con suero bovino fetal 
al 10% (Invitrogen) a una densidad entre 0,15 x 106 y 1,2 x 106 células/ml. Se recogieron las células mediante 
centrifugación, se lavaron una vez con tampón 1x PBS (Invitrogen, n.º 14190-094) y se congelaron los sedimentos 10 
celulares en nitrógeno líquido y posteriormente se almacenaron a -80ºC.  

2. Preparación de lisados celulares 

Se homogenizaron células MOLT-4 en un homogenizador Potter S en tampón de lisis: Tris-HCl 50 mM, NP40 al 
0,8%, glicerol al 5%, NaCl 150 mM, MgCl2 1,5 mM, NaF 25 mM, vanadato de sodio 1 mM, 1 mM DTT, pH 7,5. Se 
añadió un comprimido libre de EDTA completo (cóctel inhibidor de proteasas, Roche Diagnostics, 1 873 580) por 25 15 
ml de tampón. Se homogenizó el material 10 veces usando un POTTER S mecanizado, se transfirió a tubos Falcon 
de 50 ml, se incubaron durante 30 minutos sobre hielo y se centrifugaron durante 10 min. a 20.000 g a 4ºC (10.000 
rpm en Sorvall SLA600, preenfriado). Se transfirió el sobrenadante a un tubo de (UZ)-policarbonato de 
ultracentrífuga (Beckmann, 355654) y se centrifugó durante 1 hora a 100.000 g a 4ºC (33.500 rpm en Ti50.2, 
preenfriado). Se transfirió el sobrenadante de nuevo a un tubo Falcon de 50 ml nuevo, se determinó la concentración 20 
de proteína mediante un ensayo de Bradford (BioRad) y se prepararon muestras que contenían 50 mg de proteína 
por alícuota. Se usaron las muestras inmediatamente para los experimentos o se congelaron en nitrógeno líquido y 
se almacenaron congeladas a -80ºC.  

3. Experimento de precipitación de compuestos 

Se equilibraron perlas de Sefarosa con compuesto inmovilizado (100 µl de perlas por experimento de precipitación) 25 
en tampón de lisis y se incubaron con una muestra de lisado celular que contenía 50 mg de proteína en un agitador 
vertical (Roto Shake Genie, Scientific Industries Inc.) durante 2 horas a 4ºC. Se recogieron las perlas, se transfirieron 
a columnas Mobicol (MoBiTech 10055) y se lavaron con 10 ml de tampón de lisis que contenía detergente NP40 al 
0,5%, seguido por 5 ml de tampón de lisis con detergente al 0,25%. Para eluir la proteína unida, se añadieron 60 µl 
de tampón de muestra de 2x SDS, se calentó la columna durante 30 minutos a 50ºC y se transfirió el eluato a un 30 
tubo de microfuga mediante centrifugación. Entonces se separaron las proteínas mediante electroforesis en SDS-
poliacrilamida (SDS-PAGE).  

4. Detección de proteínas mediante análisis de inmunotransferencia de tipo Western 

Se realizaron las inmunotransferencias de tipo Western según procedimientos convencionales y se detectaron las 
proteínas PI3K y se cuantificaron usando anticuerpos anti-PI3K específicos (primer anticuerpo), un anticuerpo 35 
secundario marcado fluorescentemente y el sistema de obtención de imágenes infrarrojas Odyssey de LI-COR 
Biosciences (Lincoln, Nebraska, EE.UU.) según 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 usó el anticuerpo de ratón anti-PI3K gamma (Jena Bioscience, número de catálogo ABD-026S) a una dilución de 40 
1:200 y se incubó con la inmunotransferencia durante la noche a 4ºC. Se usó el anticuerpo secundario anti-ratón 
IRDye™ 800 (Rockland, número de catálogo 610-732-124) a una dilución de 1:15.000. Se diluyó el anticuerpo de 
conejo anti-PI3K delta (Santa Cruz, número de catálogo sc-7176) a 1:600 y se incubó durante la noche a 4ºC. Como 
anticuerpo de detección secundario, se diluyó el anticuerpo anti-conejo IRDyeTM 800 1:20.000 (LICOR, número de 
catálogo 926-32211).  45 

5. Identificación de proteínas mediante espectrometría de masas  

5.1 Digestión de proteínas previa al análisis espectrométrico de masas 

Se redujeron, se alquilaron y se digirieron en el gel las proteínas separadas en gel siguiendo esencialmente el 
procedimiento descrito por Shevchenko et al., 1996, Anal. Chem. 68:850-858. En resumen, se cortaron las proteínas 
separadas en gel del gel usando un bisturí limpio, se redujeron usando DTT 10 mM (en bicarbonato de amonio 50 
5 mM, 54ºC, 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 proteínas reducidas y alquiladas en gel con 
tripsina porcina (Promega) a una concentración de proteasa de 12,5 ng/µl en bicarbonato de amonio 5 mM. Se dejó 
que la digestión se realizara durante 4 horas a 37ºC y posteriormente se detuvo la reacción usando 5 µl de ácido 
fórmico al 5%.  

5.2 Preparación de las muestras previa al análisis mediante espectrometría de masas 5 

Se extrajeron tapones de gel dos veces con 20 µl de TFA al 1% y se reunieron con sobrenadantes de digestión 
acidificados. Se secaron las muestras en una centrífuga a vacío y se resuspendieron en 10 µl de ácido fórmico al 
0,1%.  

5.3. Adquisición de datos espectrométricos de masas 

Se inyectaron muestras de péptidos en un sistema nano LC (CapLC, Waters o Ultimate, Dionex) que se acopló 10 
directamente a un espectrómetro de masas o bien de TOF de cuadrupolo (QTOF2, QTOF Ultima, QTOF Micro, 
Micromass) o bien de trampa iónica (LCQ Deca XP). Se separaron los péptidos en el sistema de CL usando un 
gradiente de disolventes orgánicos y acuosos (véase a continuación). El disolvente A era acetonitrilo al 5% en ácido 
fórmico al 0,5% y disolvente B era acetonitrilo al 70% en ácido fórmico al 0,5%.  

Tabla 2: Se secuenciaron parcialmente los péptidos que se eluyeron del sistema de CL dentro del espectrómetro de 15 
masas. 

Tiempo (min.) % de disolvente A % de disolvente B 

0  95  5 

5,33 92  8 

35 50  50 

36  20  80 

40 20 80 

41 95 5 

50 95 5 

 

5.4. Identificación de proteínas 

Se usaron los datos de fragmentación y masas de péptidos generados en los experimentos de CL-EM/EM para 
consultar bases de datos de secuencias de nucleótidos y proteínas en el formato Fasta mantenidas y actualizadas 20 
regularmente en el NCBI (para el NCBInr, dbEST y los genomas de ratón y ser humano) y European Bioinformatics 
Institute (EBI, para las bases de datos de proteoma del ser humano, ratón, D. melanogaster y C. elegans). Se 
identificaron las proteínas correlacionando los datos de fragmentación 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 25 
spectrometry data. Electrophoresis 20, 3551-3567). Los criterios de búsqueda variaban dependiendo de qué 
espectrómetro de masas se usó para el análisis.  

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

Muestra de EM Número de registro de la 
proteína (IPI) Nombre de la proteína Número de péptidos 

identificados 

4 IPI00070943.3 
PIK4CA; fosfatidilinositol 
4-cinasa, catalítica, 
polipéptido alfa  

62 
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(continuación) 

Muestra de EM Número de registro de la 
proteína (IPI) Nombre de la proteína Número de péptidos 

identificados 

5 PI00024006.1 
PIK3R4; fosfoinosítido-3-
cinasa, subunidad 
reguladora 4, p150 

11 

6 IPI00292690.1 
PIK3CG; fosfoinosítido-3-
cinasa, catalítica, 
polipéptido gamma  

39 

6 IPI00298410.2 
PIK3CD; fosfoinosítido-3-
cinasa, catalítica, 
polipéptido delta  

26 

7 IPI00298410.2 
PIK3CD; fosfoinosítido-3-
cinasa, catalítica, 
polipéptido delta  

12 

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

15 

9 IPI00021448.1 
PIK3R1; fosfoinosítido-3-
cinasa, subunidad 
reguladora 1 (p85 alfa) 

27 

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

8 

14 IPI00333040.3 
PIK3R1; fosfoinosítido-3-
cinasa, subunidad 
reguladora 1 (p85 alfa) 

7 

 

Ejemplo 3: Ensayo de elución para la identificación de compuestos de interacción con PI3K gamma 

Se realizó la preparación de la matriz de afinidad del ligando 1 de feniltiazol tal como se describió en el ejemplo 1. 
Para seleccionar 80 compuestos como máximo en una placa de 96 pocillos, se realiza el experimento de elución tal 5 
como se describe a continuación.  

Ensayo de elución 

Se lavó la matriz de afinidad (1200 µl de perlas) 2x con 30 ml de tampón 1x-DP. Tras cada etapa de lavado, se 
recogieron las perlas mediante centrifugación durante 2 minutos a 1.200 rpm a 4ºC en una centrífuga Heraeus. Se 
desecharon los sobrenadantes. Finalmente, se equilibraron las perlas en 15 ml tampón de unión (tampón 1x-10 
DP/NP40 al 0,4%). Tras este tiempo de incubación, se recogieron las perlas y se mezclaron en un tubo Falcon de 
50 ml con lisado de células MOLT-4 a una concentración de proteína de 5 mg/ml con una cantidad total de 75 mg de 
proteína. Se realizó la preparación del lisado tal como se describió en el ejemplo 2. Se incubaron las perlas y el 
lisado durante 2 horas a 4ºC. Tras la incubación con el lisado, se recogieron las perlas mediante centrifugación tal 
como se describió y se transfirieron a columnas de 2 ml (MoBiTec, n.º S10129) y se lavaron con 10 ml de tampón 15 
1x-DP/NP40 al 0,4% y 5 ml de tampón 1x-DP/NP40 al 0,2%. Una vez que el tampón de lavado había pasado a 
través de la columna completamente, se calculó el volumen de perlas que permanecieron en la columna 
(aproximadamente 1.000 µl). Se resuspendieron las perlas en exceso de 4 veces de tampón 1x-DP/NP40 al 0,2% (4 
ml) para generar una suspensión al 20%. Para pruebas de elución de compuestos, se añadieron 50 µl de esta 
suspensión a cada pocillo de una placa de 96 pocillos (Millipore MultiScreenHTS, MSBVN1210, con tapa y una 20 
membrana Durapore de baja unión de proteínas hidrófila de 1,2 um). Para eliminar el tampón residual, se ensambló 
la placa de 96 pocillos con un filtro Assemble y una placa de recogida y se centrifugó este conjunto intercalado 
durante 10 segundos a 800 rpm en una centrífuga. Entonces, se añadieron 40 µl de tampón de elución (tampón 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 tampón de dilución partiendo de una disolución madre concentrada 40 veces en DMSO. Se 
ensambló la placa sobre la placa de recogida, se fijó sobre una incubadora Eppendorf y se incubó durante 30 
minutos a 4ºC a 650 rpm de agitación. Para recoger el eluato, se centrifugó la placa filtrante de 96 pocillos 
ensamblada sobre la placa de recogida de 96 pocillos durante 1 minuto a 800 rpm en una centrífuga de mesa a 4ºC 5 
(Heraeus). Se comprobaron los eluatos para determinar la presencia de PI3K gamma y PI3K delta usando un 
procedimiento de transferencia puntual.  

Detección de PI3K gamma eluída 

Se detectó la proteína PI3K gamma eluída y se cuantificó mediante un procedimiento de transferencia puntual 
usando un anticuerpo dirigido contra PI3K gamma (Jena Bioscience, n.º ABD-026S), un anticuerpo secundario anti-10 
ratón IRDye™ 800 marcado fluorescentemente (Rockland, n.º 610-732-124) y el sistema de obtención de imágenes 
infrarrojas Odyssey de LI-COR Biosciences (Lincoln, Nebraska, USA) según 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 tampón 1x PBS. Se 15 
combinaron los eluatos (tal como se describió anteriormente) con 12 µl de tampón de carga de 4x SDS (Tris-HCl 
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.º170-6545). 

Para la detección de PI3K gamma, se bloquearon en primer lugar las membranas mediante incubación con tampón 
de bloqueo Odyssey durante 1 hora. Se incubaron las membranas bloqueadas durante 16 horas a 4ºC con el primer 20 
anticuerpo (anti-PI3K gamma de ratón de Jena Bioscience, ABD-026S) diluído 1:100 en tampón de bloqueo Odyssey 
complementado con Tween 20 al 0,2%. Tras lavar la membrana cuatro veces durante 5 minutos con tampón 1x PBS 
que contenía Tween 20 al 0,1%, se incubó la membrana durante 40 minutos con el anticuerpo de detección (anti-
ratón IRDye™ 800 de Rockland, 610-732-124), diluído 1:10.000 en tampón de bloqueo Odyssey complementado 
con Tween 20 al 0,2%. Después de eso, se lavó la membrana cuatro veces durante 5 minutos con tampón 1x 25 
PBS/Tween 20 al 0,1% y una vez durante 5 minutos con tampón 1x PBS. Después de eso, se exploró la membrana 
con el lector Odyssey y se analizaron los datos.  

Tabla 4: Preparación del tampón 5x-DP 

Sustancia Disolución madre Conc. final en tampón de 
lisis 1x 

Adición para el tampón de 
lisis 115x 

Tris/-HCl pH 7,5 1 M 50 mM 250 ml 

Glicerol 87% 5% 288 ml 

MgCl2 1 M 1,5 mM 7,5 ml 

NaCl 5 M 150 mM 150 ml 

Na3VO4 100 mM 1 mM 50 ml 

 

Se filtró el tampón 5x-DP a través de un filtro de 0,22 µm y se almacenó en alícuotas de 40 ml a -80ºC. Se 30 
obtuvieron estas disoluciones de los siguientes proveedores: Tris/HCl 1,0 M pH 7,5 (Sigma, T-2663), glicerol al 87% 
(Merck, número de catálogo 04091,2500); MgCl2 1,0 M (Sigma, M-1028); NaCl 5,0 M (Sigma, S-5150).  

Compuestos de prueba para la elución 

Se usaron los compuestos de prueba enumerados a continuación para los experimentos de elución tras la dilución 
tal como se describe a continuación. Normalmente, se disolvieron todos los compuestos en DMSO al 100% (Fluka, 35 
n.º de cat. 41647) a una concentración de 100 mM o 50 mM. Los compuestos se almacenaron a -20ºC. Dilución del 
compuesto de prueba para los experimentos de elución: Preparar disolución madre 50 mM diluyendo la disolución 
madre 100 mM 1:1 con DMSO al 100%. Para los experimentos de elución, diluir adicionalmente el compuesto con 
tampón de elución (tampón 1x-DP/NP40 al 0,2%). Los compuesto usados para la elución:  

Compuesto 1: Inhibidor de PI3K LY294002 (Tocris 1130; Vlahos et al., 1994, J. Biol. Chem. 269, 5241-5248).  40 
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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 II (Calbiochem 528108; AS-604850; Camps et al., 2005, Nature Medicine 
11, 936-943).  

Ejemplo 4: Ensayo de unión competitiva para la identificación de compuestos de interacción con PI3K 5 
gamma 

Este ejemplo demuestra un ensayo de unión competitiva en el que los compuestos de prueba se añaden 
directamente a un lisado celular. Se añadieron compuestos de prueba (a diversas concentraciones) y la matriz de 
afinidad con el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado a alícuotas de lisado y se dejó que se unieran a las proteínas 
contenidas en la muestra de lisado. Tras el tiempo de incubación, se separaron las perlas con proteínas capturadas 10 
del lisado. Entonces, se eluyeron las proteínas unidas y se detectó la presencia de PI3K gamma y se cuantificó 
usando un anticuerpo específico en un procedimiento de transferencia puntual y el sistema de detección infrarrojo 
Odyssey (figura 7A). Se generaron curvas de dosis-respuesta para los tres compuestos (figura 7B).  

Lavado de la matriz de afinidad 

Se lavó la matriz de afinidad tal como se describió en el ejemplo 1 (1,1 ml de volumen seco) dos veces con 15 ml de 15 
tampón 1x-DP que contenía NP40 al 0,4% y entonces se resuspendió en 5,5 ml de tampón 1x-DP que contenía 
NP40 al 0,4% (suspensión de perlas al 20%).  

Preparación de los compuestos de prueba 

Se prepararon disoluciones madre de los compuestos de prueba en DMSO correspondientes a una concentración 
100 veces superior en comparación con la concentración de prueba deseada final (por ejemplo, se preparó una 20 
disolución madre 4 mM para una concentración de prueba final de 4 µM). Este esquema de dilución dio como 
resultado una concentración de DMSO final del 1%. Para experimentos control (sin compuesto de prueba), se usó 
un tampón que contenía DMSO al 1% de modo que todas las muestras de prueba contenían DMSO al 1%.  

Compuesto 1: Inhibidor de PI3K LY294002 (Tocris 1130; Vlahos et al., 1994, J. Biol. Chem. 269,5241-5248).  

Compuesto 3: Inhibidor de PI3K gamma II (Calbiochem 528108; AS-604850; Camps et al., 2005, Nature Medicine 25 
11, 936-943).  

Compuesto 4 (CZC00015387).  

Dilución del lisado celular 

Se prepararon lisados celulares tal como se describió en el ejemplo 2. Para un experimento típico, se descongeló 1 
alícuota de lisado que contenía 50 mg de proteína en un baño de agua a 37ºC y entonces se mantuvo a 4ºC. Al 30 
lisado se le añadió un volumen de tampón 1x-DP de modo que se logró una concentración de NP40 final del 0,4%. 
Entonces, se añadió 1/50 del volumen final de una disolución de inhibidor de proteasas concentrada 50 veces (1 
comprimido de inhibidor de proteasas disuelto en 0,5 ml de tampón 1x-DP que contenía NP40 al 0,4%; cóctel 
inhibidor de proteasas de comprimido libre de EDTA de Roche Diagnostics, número de catálogo 41647). Se diluyó 
adicionalmente el lisado añadiendo tampón 1x-DP que contenía NP40 al 0,4% de modo que se logró una 35 
concentración de proteína final de 5 mg/ml.  

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

Se dispensó un volumen de 100 µl de lisado diluido en cada pocillo de una placa filtrante de 96 pocillos. Entonces se 
añadieron 1,5 µl de compuesto de prueba diluido en DMSO. Para reacciones control, se usaron 1,5 µl de DMSO sin 
compuesto de prueba. Entonces, se añadieron 50 µl de matriz de afinidad (suspensión al 20%) por pocillo. Se incubó 40 
la placa durante 2 horas a 4ºC en un agitador (750 rpm en un Thermomixer, Eppendorf). 

Se lavó la placa usando un instrumento colector a vacío (Millipore, MAVM 096 0R). Se lavó cada pocillo 4 veces con 
400 µl de tampón 1x-DP que contenía NP-40 al 0,4% y 2 veces con 400 µl con tampón 1x-DP que contenía NP-40 al 
0,2%. 

Para la elución, se colocó la placa filtrante sobre una placa de recogida y se añadieron 40 µl de tampón de muestra 45 
2x (TrisHCl 100 mM, pH 6,8; SDS al 4%; glicerol al 20%; azul de bromofenol al 0,02%) con DTT (concentración 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 
(centrífuga Heraeus) y se recogió el eluato en los pocillos de la placa de recogida.  

Detección y cuantificación de PI3K gamma eluída 

Se detectó la proteína PI3K gamma en los eluatos y se cuantificó mediante un procedimiento de transferencia 
puntual usando un primer anticuerpo dirigido contra PI3K gamma (anti-PI3K gamma de Jena Bioscience, ABD-026S) 5 
y un anticuerpo secundario marcado fluorescentemente (anti-ratón IRDye™ 800, de Rockland, 610-732-124). Se 
hizo funcionar el sistema de obtención de imágenes infrarrojas Odyssey de LI-COR Biosciences (Lincoln, Nebraska, 
EE.UU.) según 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). 10 

Se usó el aparato de transferencia puntual según las instrucciones del proveedor (aparato de microfiltración 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 tampón PBS. Por punto, se aplicaron 30 µl de muestra de eluato y se 
dejaron durante 30 min. antes de aplicar una bomba de vacío.  

Para la detección de PI3K gamma, en primer lugar se bloquearon las membranas mediante incubación con tampón 15 
de bloqueo Odyssey (LICOR, 927-40000) durante 1 hora a temperatura ambiente. Entonces se incubaron las 
membranas bloqueadas durante 16 horas a 4ºC con el primer anticuerpo (anti-PI3K gamma de Jena Bioscience, 
ABD-026S) que se diluyó en tampón de bloqueo Odyssey que contenía Tween-20 al 0,2%. Tras lavar la membrana 
cuatro veces durante 5 minutos con tampón PBS que contenía Tween 20 al 0,1%, se incubó la membrana durante 
40 minutos con el anticuerpo de detección (anti-ratón IRDys™ 800 de Rockland, 610-732-124) diluído en tampón de 20 
bloqueo Odyssey que contenía Tween-20 al 0,2%. Después de eso, se lavó la membrana cuatro veces durante 5 
minutos cada una con tampón 1x PBS/Tween 20 al 0,1% y una vez durante 5 minutos con tampón 1x PBS. Se 
mantuvo la membrana en el tampón PBS a 4ºC y entonces se exploró con el instrumento Odyssey y se registraron 
las señales y se analizaron según las instrucciones del fabricante.  

Ejemplo 5: Obtención del perfil de compuestos de compuestos de interacción con PI3K delta añadiendo 25 
compuestos a lisados celulares o células vivas 

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

Para el ensayo de unión competitiva del lisado celular, se añadieron compuestos a muestras de lisados y se dejó 
que se unieran a las proteínas contenidas en la muestra de lisado. Entonces se añadió la matriz de afinidad que 30 
contenía el ligando de feniltiazol inmovilizado con el fin de capturar proteínas no unidas al compuesto de prueba. 
Tras el tiempo de incubación, se separaron las perlas con proteínas capturadas del lisado mediante centrifugación. 
Entonces, se eluyeron las proteínas unidas a perlas y se detectó la presencia de proteína PI3K delta y se cuantificó 
usando un anticuerpo específico y el sistema de detección infrarrojo Odyssey. 

Para el experimento de obtención del perfil de células, en primer lugar se incubaron alícuotas de macrófagos 35 
RAW264.7 vivos con compuestos durante 30 minutos en medio de cultivo celular. Durante este tiempo de 
incubación, los compuestos pueden entrar en las células y unirse a dianas de proteína dentro de las células. 
Entonces se recogieron las células, se prepararon lisados celulares y se añadió la matriz de afinidad con el fin de 
capturar las proteínas no unidas al compuesto de prueba. Tras 90 minutos de incubación del lisado celular con la 
matriz de afinidad, se separaron las perlas con las proteínas capturadas del lisado mediante centrifugación. 40 
Entonces, se eluyeron las proteínas unidas y se detectó la presencia de PI3K delta y se cuantificó usando un 
anticuerpo específico y el sistema de detección 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 últimos 45 
compuestos no eran suficientemente permeables en la célula.  

Cultivo celular 

Se cultivaron macrófagos RAW264.7 (Colección 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.º41965) complementado con suero 
bovino fetal inactivado por calor al 10% (Gibco n.º10270) y bicarbonato de sodio 1,5 g/l (Gibco n.º25080, disolución 50 
al 7,5%) a 37ºC en una atmósfera humidificada en presencia de CO2 al 5%. Se subcultivaron los macrófagos 
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 macrófagos RAW264.7 para experimentos tras 
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alcanzar número de pase 3. Se lavaron las células una vez con solución salina tamponada con fosfato (D-PBS, 
Gibco n.º14040), 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 resuspendió el sedimento celular en medio de cultivo DMEM y se 
determinó el número de células. Se sembraron en placa 25 x 106 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 5 
confluencia.  

A) Obtención del perfil de compuestos en células vivas  

Tratamiento de células con compuesto de prueba 

Se lavaron los macrófagos con tampón D-PBS y se añadió medio de cultivo DMEM nuevo. Se trataron las células 
con medio de cultivo DMEM que contenía DMSO al 0,2% (control de vehículo) o medio de cultivo DMEM con PI-103 10 
10 µM (Calbiochem, número de catálogo 528100; Knight et al., 2006, Cell 125, 733-747), compuesto 5 10 µM o 
compuesto 6 10 µM 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 concentración final de 
compuesto 10 µM y DMSO al 0,2% en el medio de cultivo celular.  

Preparación de lisados celulares 15 

Se retiró el medio de cultivo, se lavaron células una vez con tampón D-PBS y se añadieron 4 ml de tampón D-PBS 
enfriado con hielo. Se retiraron los macrófagos raspando suavemente las células y resuspendiéndolas en tampón D-
PBS. Se transfirieron las suspensiones celulares a tubos Falcon de 15 ml y se mantuvieron en hielo. Se 
centrifugaron las suspensiones de macrófagos a 1500 rpm 4ºC durante 3 minutos en una centrífuga Heraeus 
Multifuge. Se retiró el sobrenadante y se lavaron los sedimentos celulares con tampón D-PBS frío. Tras una etapa 20 
de centrifugación adicional, se congelaron rápidamente los sedimentos celulares en nitrógeno líquido. Se 
descongelaron las células sobre hielo y se lisaron añadiendo 120 µl de tampón de lisis 1x (tampón 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 4ºC y luego se centrifugan durante 10 minutos a 13.200 rpm a 4ºC. Se transfirieron los sobrenadantes a tubos de 
ultracentrífuga y se centrifugaron en un rotor TLA-120.2 a 53.000 rpm (100.000 x g) durante 1 hora a 4ºC. Se usó 25 
una alícuota del sobrenadante clarificado para la cuantificación de proteínas realizando un ensayo de Bradford 
(concentrado de colorante Protein Assay de Biorad, número de catálogo 500-0006). Se congelaron rápidamente las 
muestras restantes en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80ºC hasta su uso en el ensayo de unión.  

Dilución del lisado celular 

Se prepararon lisados celulares tal como se describe a continuación a partir de macrófagos RAW264.7. Se 30 
descongeló una alícuota de lisado en un baño de agua a 37ºC y entonces se mantuvo a 4ºC. Al lisado se le añadió 
un volumen de tampón 1x-DP que contenía inhibidor de proteasas (1 comprimido de inhibidor de proteasas disuelto 
en 25 ml de tampón 1x-DP o 25 ml de tampón 1x-DP que contenía NP40 al 0,8%; cóctel inhibidor de proteasas de 
comprimido libre de EDTA de Roche Diagnostics, número de catálogo 41647) de modo que se logró una 
concentración de NP40 final del 0,8%. Se diluyó adicionalmente el lisado añadiendo tampón 1x-DP que contenía 35 
NP40 al 0,8% e inhibidores de proteinasas de modo que se logró una concentración de proteína final de 10 mg/ml.  

Lavado de la matriz de afinidad 

Se lavó la matriz de afinidad tal como se describió en el ejemplo 1 (0,25 ml de volumen de perlas secas) dos veces 
con 10 ml de tampón 1x-DP que contenía NP40 al 0,2% y finalmente se resuspendió en 5,0 ml de tampón 1x-DP 
que contenía NP40 al 0,2% (suspensión de perlas al 5%).  40 

Incubación del lisado celular con la matriz de afinidad 

Se dispensó un volumen de 50 µl de lisado diluido (proteína 10 mg/ml) en cada pocillo de una placa filtrante de 96 
pocillos. Entonces se añadieron 100 µl de matriz de afinidad (suspensión al 5%) por pocillo. Se incubó la placa 
durante dos horas a 4ºC en un agitador (750 rpm en un Thermomixer, Eppendorf). Se lavó la placa usando un 
instrumento colector a vacío (Millipore, MAVM 096 0R). Se lavó cada pocillo dos veces con 220 µl de tampón 1x-DP 45 
que contenía NP-40 al 0,4%. Para la elución de las proteínas, se colocó la placa filtrante sobre una placa de 
recogida y se añadieron 20 µl de tampón de muestra 2x (TrisHCl 100 mM, pH 7,4; SDS al 4%; glicerol al 20%; azul 
de bromofenol al 0,0002%) con DTT (concentración 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 (centrífuga Heraeus) y se recogió el eluato en los 50 
pocillos de la placa de recogida.  
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Detección y cuantificación de PI3K delta 

Se detectó la proteína PI3K delta en los eluatos y se cuantificó colocando en forma de puntos alícuotas sobre una 
membrana de nitrocelulosa y detección 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 tampón PBS. 5 

Para la detección de PI3K delta, en primer lugar se bloquearon las membranas mediante incubación con tampón de 
bloqueo Odyssey (LICOR, 927-40000) durante una hora a temperatura ambiente. Entonces se incubaron las 
membranas bloqueadas durante 16 horas a 4ºC con el primer anticuerpo (anti-PI3Kdelta, anticuerpo policlonal de 
conejo de Santa Cruz, número de catálogo sc-7176) que se diluyó 1:800 en tampón de bloqueo Odyssey que 
contenía Tween-20 al 0,2%. Tras lavar la membrana cuatro veces durante siete minutos con tampón PBS que 10 
contenía Tween 20 al 0,1%, se incubó la membrana durante 60 minutos con el anticuerpo de detección (de cabra 
anti-conejo IRDye™ 800CW de LICOR, número de catálogo 926-32211) diluído 1:2.500 en tampón de bloqueo 
Odyssey que contenía Tween-20 al 0,2% y SDS al 0,02%. Después de eso, se lavó la membrana cuatro veces 
durante 5 minutos cada una con tampón 1x PBS/Tween 20 al 0,1% y una vez durante cinco minutos con tampón 1x 
PBS. La membrana se mantuvo en tampón PBS a 4ºC y entonces se exploró con el instrumento Odyssey y se 15 
registraron las señales y se analizaron según las instrucciones del fabricante. Se hizo funcionar el sistema de 
obtención de imágenes infrarrojas Odyssey de LI-COR Biosciences (Lincoln, Nebraska, EE.UU.) según 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) Obtención del perfil de compuestos en lisados celulares  20 

Preparación de lisados celulares 

Se retiró el medio de cultivo, se lavaron las células una vez con tampón D-PBS y se añadieron 4 ml de tampón D-
PBS enfriado con hielo. Se retiraron los macrófagos raspando suavemente las células y resuspendiéndolas en 
tampón D-PBS. Se transfirieron las suspensiones celulares a tubos Falcon de 15 ml y se mantuvieron en hielo. Se 
centrifugaron las suspensiones de macrófagos a 1500 rpm 4ºC durante 3 minutos en un aparato Heraeus Multifuge. 25 
Se retiró el sobrenadante y se lavaron los sedimentos celulares con tampón D-PBS frío. Tras una etapa de 
centrifugación adicional, se congelaron rápidamente los sedimentos celulares en nitrógeno líquido. Se 
descongelaron las células en hielo y se lisaron añadiendo 120 µl de tampón de lisis 1x (tampón 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 4ºC y entonces se centrifugaron durante 10 minutos a 13.200 rpm a 4ºC. Se transfirieron los sobrenadantes a 30 
tubos de ultracentrífuga y se centrifugaron en un rotor TLA-120.2 a 53.000 rpm (100.000 x g) durante 1 hora a 4ºC. 
Se usó una alícuota del sobrenadante clarificado para la cuantificación de proteínas realizando un ensayo de 
Bradford (concentrado de colorante Protein Assay de Biorad, número de catálogo 500-0006). Se congelaron 
rápidamente las muestras restantes en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80ºC hasta su uso en el ensayo de 
unión.  35 

Dilución del lisado celular 

Se prepararon los lisados celulares tal como se describe a continuación a partir de macrófagos RAW264.7. Se 
descongeló una alícuota de lisado en un baño de agua a 37ºC y entonces se mantuvo a 4ºC. Al lisado se le añadió 
un volumen de tampón 1x-DP que contenía inhibidor de proteasas (1 comprimido de inhibidor de proteasas disuelto 
en 25 ml de tampón 1x-DP o 25 ml de tampón 1x-DP que contenía NP40 al 0,8%; cóctel inhibidor de proteasas de 40 
comprimido libre de EDTA de Roche Diagnostics, número de catálogo 41647) de modo que se logró una 
concentración de NP40 final del 0,8%. Se diluyó adicionalmente el lisado añadiendo tampón 1x-DP que contenía 
NP40 al 0,8% e inhibidores de proteinasas de modo que se logró una concentración de proteína final de 10 mg/ml.  

Lavado de la matriz de afinidad 

Se lavó la matriz de afinidad tal como se describió en el ejemplo 1 (0,25 ml de volumen de perlas secas) dos veces 45 
con 10 ml de tampón 1x-DP que contenía NP40 al 0,2% y finalmente se resuspendió en 5,0 ml de tampón 1x-DP 
que contenía NP40 al 0,2% (suspensión de perlas al 5%).  

Preparación de los compuestos de prueba 

Para el experimento de competición en el lisado, se prepararon disoluciones madre de los compuestos de prueba en 
DMSO correspondientes a una concentración 50 veces superior en comparación con la concentración final en el 50 
ensayo (por ejemplo, se preparó una disolución madre 500 µM para una concentración de prueba final de 10 µM). 
Este esquema de dilución dio como resultado una concentración de DMSO final del 2% en el ensayo. Para 
experimentos control (sin compuesto de prueba), se usó un tampón que contenía DMSO al 2% de modo que todas 
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las muestras de prueba contenían DMSO al 2%.  

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

Se dispensó un volumen de 50 µl de lisado diluido (proteína 10 mg/ml) en cada pocillo de una placa filtrante de 96 
pocillos. Entonces se añadieron 3,0 µl de compuesto de prueba diluido en DMSO. Para reacciones control, se 
usaron 3,0 µl de DMSO sin compuesto de prueba. Entonces, se añadieron 100 µl de matriz de afinidad (suspensión 5 
al 5%) por pocillo. Se incubó la placa durante dos horas a 4ºC en un agitador (750 rpm en un Thermomixer, 
Eppendorf). Se lavó la placa usando un instrumento colector a vacío (Millipore, MAVM 096 0R). Se lavó cada pocillo 
dos veces con 220 µl de tampón 1x-DP que contenía NP-40 al 0,4%. Para la elución de proteínas se colocó la placa 
filtrante sobre una placa de recogida y se añadieron 20 µl de tampón de muestra 2x (TrisHCl 100 mM, pH 7,4; SDS 
al 4%; glicerol al 20%; azul bromofenol al 0,0002%) con DTT (concentración final de 50 mM) a cada pocillo. Se 10 
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 (centrífuga Heraeus) y 
se recogió el eluato en los pocillos de la placa de recogida. Se realizó la detección y la cuantificación de PI3K delta 
tal como se describió anteriormente.  

Ejemplo 6: Obtención del perfil de selectividad de compuestos de interacción con PI3K usando 15 
espectrometría de masas cuantitativa 

Este ejemplo demuestra un ensayo de unión competitiva en el que los compuestos de prueba se añaden 
directamente a un lisado celular. Se añadieron 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 alícuotas de lisado celular y se dejó que se unieran a las proteínas contenidas en la 20 
muestra de lisado. Tras el tiempo de incubación, se separaron las perlas con proteínas capturadas del lisado. 
Entonces, se eluyeron las proteínas unidas y se midió la presencia de cinasas usando espectrometría de masas 
cuantitativa basándose en el método ITRAQ. Se determinaron los valores de CI50 para la interacción de tres 
compuestos con varias cinasas (figura 9).  

Lavado de la matriz de afinidad 25 

Se lavó 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 tampón 1x-DP que contenía NP40 al 0,4% y 
entonces se resuspendió en 5,5 ml de tampón 1x-DP que contenía NP40 al 0,4% (suspensión de perlas al 20%). 

Preparación de los compuestos de prueba 

Se prepararon disoluciones madre de los compuestos de prueba en DMSO correspondientes a una concentración 30 
100 veces superior en comparación con la concentración de prueba deseada final (por ejemplo, se preparó una 
disolución madre 4 mM para una concentración de prueba final de 4 µM). Este esquema de dilución dio como 
resultado una concentración de DMSO final del 1%. Para experimentos control (sin compuesto de prueba), se usó 
un tampón que contenía DMSO al 1% de modo que todas las muestras de prueba contenían DMSO al 1%.  

Compuesto CZC00018052: inhibidor de PI3K/mTOR cinasa doble PI-103 (número de catálogo de Calbiochem 35 
528100; Knight et al., 2006, Cell 125, 733-747).  

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

Dilución del lisado celular 

Se prepararon lisados celulares a partir de células Ramos (número de la ATCC CRL-1596) tal como se describió en 40 
el ejemplo 2. Para un experimento típico, se descongeló una alícuota de lisado que contenía 50 mg de proteína en 
un baño de agua a 37ºC y entonces se mantuvo a 4ºC. Al lisado se le añadió un volumen de tampón 1x-DP de modo 
que se logró una concentración de NP40 final del 0,4%. Entonces, se añadió 1/50 del volumen final de una 
disolución de inhibidor de proteasa concentrada 50 veces (1 comprimido de inhibidor de proteasas disuelto en 0,5 ml 
de tampón 1x-DP que contenía NP40 al 0,4%; cóctel inhibidor de proteasas de comprimido libre de EDTA de Roche 45 
Diagnostics, número de catálogo 41647). Se diluyó adicionalmente el lisado añadiendo tampón 1x-DP que contenía 
NP40 al 0,4% de modo que se logró una concentración de proteína final de 5 mg/ml.  

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

Se dispensó un volumen de 100 µl de lisado diluido en cada pocillo de una placa filtrante de 96 pocillos. Entonces, 
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se añadieron 1,5 µl de compuesto de prueba diluido en DMSO. Para las reacciones control, se usaron 1,5 µl de 
DMSO sin compuesto de prueba. Entonces, se añadieron 50 µl de matriz de afinidad (suspensión al 20%) por 
pocillo. Se incubó la placa durante 2 horas a 4ºC en un agitador (750 rpm en un Thermomixer, Eppendorf). 

Se lavó la placa usando un instrumento colector a vacío (Millipore, MAVM 096 0R). Se lavó cada pocillo 4 veces con 
400 µl de tampón 1x-DP que contenía NP-40 al 0,4% y 2 veces con 400 µl con tampón 1x-DP que contenía NP-40 al 5 
0,2%. 

Para la elución, se colocó la placa filtrante sobre una placa de recogida y se añadieron 40 µl de tampón de muestra 
2x (TrisHCl 100 mM, pH 6,8; SDS al 4%; glicerol al 20%; azul de bromofenol al 0,02%) con DTT (concentración 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 2 minutos a 1.100 rpm 10 
(centrífuga Heraeus) y se recogió el eluato en los pocillos de la placa de recogida.  

Detección y cuantificación de cinasas mediante espectrometría de masas 

Se detectaron las cinasas en el eluato mediante espectrometría de masas tal como se describió en el ejemplo 2 y se 
realizó el análisis cuantitativo usando el método ITRAQ tal como se describió previamente (documento WO 
2006/134056; Bantscheff et al., 2007. Nature Biotechnology 25, 1035-1044) y se calcularon los valores de CI50 para 15 
la interacción de cinasas y compuestos individuales (figura 9).  

Ejemplo 7: Obtención del perfil de selectividad de compuestos de interacción con PI3K usando 
inmunodetección multiplexada 

Este ejemplo demuestra un ensayo de unión competitiva en el que los compuestos de prueba se añaden 
directamente a un lisado celular. Se añadieron los compuestos de prueba (a diversas concentraciones) y la matriz de 20 
afinidad (mezcla 1:1 de perlas con el ligando 1 de feniltiazol inmovilizado y perlas con ligando de fenilmorfolin-
cromeno inmovilizado) a alícuotas de lisado celular y se dejó que se unieran a las proteínas contenidas en la 
muestra de lisado. Tras el tiempo de incubación, se separaron las perlas con proteínas capturadas del lisado. 
Entonces, se eluyeron las proteínas unidas y se detectó la presencia de cinasas y se cuantificó usando un formato 
de inmunodetección multiplexada. Se generaron curvas de dosis-respuesta para cinasas individuales y se calcularon 25 
los valores de CI50 (figuras 10 y 11).  

Lavado de la matriz de afinidad 

Se lavó 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 tampón 1x-DP que contenía NP40 al 0,4% y entonces 
se resuspendió en 5,5 ml de tampón 1x-DP que contenía NP40 al 0,4% (suspensión de perlas al 20%).  30 

Preparación de compuestos de prueba 

Se prepararon disoluciones madre de compuestos de prueba en DMSO correspondientes a una concentración 100 
veces superior en comparación con la concentración de prueba deseada final (por ejemplo, se preparó una 
disolución madre 4 mM para una concentración de prueba final de 4 µM). Este esquema de dilución dio como 
resultado una concentración de DMSO final del 1%. Para experimentos control (sin compuesto de prueba), se usó 35 
un tampón que contenía DMSO al 1% de modo que todas las muestras de prueba contenían DMSO al 1%. 
Compuesto CZC00018052: inhibidor de PI3K/mTOR cinasa doble PI-103 (número de catálogo de Calbiochem 
528100; Knight et al., 2006, Cell 125, 733-747). 

Dilución del lisado celular 

Se prepararon los lisados celulares tal como se describió en el ejemplo 2. Para este experimento, se usó una mezcla 40 
1:1 de lisados de células Jurkat (número de catálogo de la ATCC TIB-152 Jurkat, cloe E6-1) y Molt-4 (número de 
catálogo de la ATCC CRL-1582). Para un experimento típico, se descongeló una alícuota de lisado que contenía 50 
mg de proteína en un baño de agua a 37ºC y entonces se mantuvo a 4ºC. Al lisado se le añadió un volumen de 
tampón 1xDP de modo que se logró una concentración de NP40 final del 0,4%. Entonces, se añadió 1/50 del 
volumen final de una disolución de inhibidor de proteasas concentrada 50 veces (1 comprimido de inhibidor de 45 
proteasas disuelto en 0,5 ml de tampón 1x-DP que contenía NP40 al 0,4%; cóctel inhibidor de proteasas de 
comprimido libre de EDTA de Roche Diagnostics, número de catálogo 41647). Se diluyó adicionalmente el lisado 
añadiendo tampón 1x-DP que contenía NP40 al 0,4% de modo que se logró una concentración de proteína final de 5 
mg/ml.  
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Incubación 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 N04 10) se le añadieron: 100 µl 
de matriz de afinidad (perlas) por pocillo, 3 µl de disolución de compuesto y 50 µl de lisado celular. Se sellaron las 
placas y se incubaron durante dos horas en una sala fría en un aparato Thermoxer con agitación (750 rpm). 
Después de eso, se lavó la placa dos veces con 220 µl de tampón de lavado. Entonces se eluyeron las perlas con 
20 µl de tampón de muestra. Se congeló rápidamente el eluato a -80ºC y se almacenó a -20ºC.  5 

Detección y cuantificación de cinasas eluídas 

Se detectaron las cinasas en los eluatos y se cuantificaron mediante un procedimiento de colocación 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-ratón o anti-conejo IRDye™ de Rockland). Se 
hizo funcional el sistema de obtención de imágenes infrarrojas Odyssey de LI-COR Biosciences (Lincoln, Nebraska, 10 
EE:UU.) según 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 bloqueó la membrana de nitrocelulosa (BioTrace NT, 
Millipore n.º 66485) mediante incubación con tampón de bloqueo Odyssey (LICOR, 927-40000) durante una hora a 15 
temperatura ambiente. Entonces se incubaron las membranas bloqueadas durante 16 horas a 25ºC con el primer 
anticuerpo que se diluyó en tampón de bloqueo Odyssey que contenía Tween-20 al 0,2%. Después de eso, se lavó 
la membrana cuatro veces durante 7 minutos con tampón PBS que contenía Tween 20 al 0,1%. Entonces se incubó 
la membrana durante 60 minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo de detección (anticuerpo marcado con 
IRDye™ de Rockland) diluído en tampón de bloqueo Odyssey que contenía Tween-20 al 0,2% y SDS al 0,02%. 20 
Después de eso, se lavó la membrana cuatro veces durante 7 minutos cada una con tampón 1x PBS/Tween 20 al 
0,1% y una vez durante 5 minutos con tampón 1x PBS. Se mantuvo la membrana en tampón PBS a 4ºC y entonces 
se exploró con el instrumento Odyssey. Se registraron las señales de fluorescencia y se analizaron según las 
instrucciones del fabricante. 

Fuentes de anticuerpos:  25 

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

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

Este ejemplo describe la síntesis del ligando de fenilmorfolin-cromeno (8-(4-aminometil-fenil)-2-morfolin-4-il-cromen-30 
4-ona) (figura 16). Este ligando de captura se inmovilizó sobre un soporte sólido a través de unión covalente usando 
un grupo funcional amino y se usó para la captura de proteínas a partir de lisados celulares (véase por ejemplo la 
figura 17).  

Síntesis de 8-(4-aminometil-fenil)-2-morfolin-4-il-cromen-4-ona  

Etapa 1 35 

Se agitó ácido 2,3-dihidroxi-benzoico [A] (25 g, 0,16 mol) (Sigma-Aldrich, n.º de cat 126209) en metanol (125 ml) con 
ácido sulfúrico concentrado (1 ml) y se calentó la reacción a reflujo suave durante la noche. Entonces se concentró y 
se repartió el residuo entre acetato de etilo y bicarbonato de sodio acuoso saturado. Se lavó la fase orgánica con 
bicarbonato de sodio acuoso saturado adicional, se secó con sulfato de magnesio, se filtró y se concentró 
proporcionando éster metílico del ácido 2,3-dihidroxi-benzoico [B]. Rendimiento 15,2 g, 57%.  40 

HPLC (Método B): (M-H+) 167; TR = 2,3 min. 1H RMN: (CDCl3) δ 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 disolvió éster metílico del ácido 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 enfrió la reacción en un baño de hielo/agua. 45 
Se añadió anhídrido trifluorometanosulfónico (16,2 ml, 98,2 mmol, 1,1 eq.), se dejó calentar la reacción hasta 
temperatura ambiente y se agitó durante la noche. Se diluyó la mezcla de reacción con diclorometano, se lavó con 
ácido clorhídrico 1 M (150 ml), se secó con sulfato de sodio, se filtró y se evaporó. Se recristalizó el producto en 
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acetato de etilo proporcionando éster metílico del ácido 2-hidroxi-3-trifluorometanosulfoniloxi-benzoico [C]. 
Rendimiento de la cosecha 1, 6,5 g, 24%. La recristalización adicional proporcionó una segunda cosecha, 6,8 g, 
26%.  

1H RMN (CDCl3): δ 11,11 (s, 1H); 7,80 (dd, 1H); 7,36 (dd, 1H); 6,86 (t, 1H); 3,93 (s, 3H).  

Etapa 3 5 

Se enfrió una disolución de N-acetilmorfolina (1,72 g, 13,3 mmol, 2 eq.) en 30 ml de tetrahidrofurano seco bajo 
nitrógeno en un baño de acetona/hielo seco (-78ºC) y se trató con LDA (10 ml, disolución 2 M en THF, 3 eq.). Se 
agitó la mezcla de reacción durante 60 minutos, entonces se añadió éster metílico del ácido 2-hidroxi-3-
trifluorometanosulfoniloxi-benzoico [C] (2 g, 6,6 mmol, 1 eq como una disolución en 10 ml de THF seco). Se dejó 
calentar la mezcla de reacción desde -78ºC hasta temperatura ambiente y se agitó durante la noche. Se diluyó la 10 
reacción con agua (4 ml) seguido por ácido clorhídrico 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 purificó el producto bruto mediante cromatografía ultrarrápida eluyendo con acetato de 
etilo proporcionando éster 2-hidroxi-3-(3-morfolin-4-il-3-oxo-propionil)-fenilico del ácido trifluoro-metanosulfónico [D]. 
Rendimiento 1,06 g, 40%  15 

1H RMN (CDCl3): δ 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 trató éster 2-hidroxi-3-(3-morfolin-4-il-3-oxo-propionil)-fenilico del ácido trifluoro-metanosulfónico [D] (1,06 g, 2,7 
mmol) en diclorometano (30 ml) con anhídrido trifluorometanosulfónico y se agitó durante la noche a temperatura 
ambiente. Entonces se concentró la mezcla de reacción, se redisolvió en metanol y se agitó durante otras 2 horas. 20 
Se diluyó la disolución con agua y se basificó 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 marrón. La trituración con éter dio éster 2-morfolin-4-il-4-oxo-4H-cromen-8-ílico del 
ácido trifluoro-metanosulfónico [E] como un sólido marrón. Rendimiento 210 mg, 20%.  

HPLC (método B): TR = 2,8 min. 1H RMN (CDCl3): δ 8,16 (dd, 1H); 7,49 (dd, 1H); 7,40 (t, 1H); 5,62 (s, 1H); 3,85 (dd, 25 
4H), 3,60 (dd, 4H). 

Etapa 5 

Se agitaron éster 2-morfolin-4-il-4-oxo-4H-cromen-8-ílico del ácido trifluoro-metanosulfónico [E] (380 mg, 1,0 mmol), 
ácido 4-(N-Boc-aminometil)fenilborónico (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 80ºC 30 
durante 4 horas. Entonces se filtró la reacción enfriada y se concentró el filtrado a vacío. Se purificó el residuo 
mediante cromatografía ultrarrápida eluyendo con metanol al 0-3% en diclorometano proporcionando éster terc-
butílico del ácido [4-(2-morfolin-4-il-4-oxo-4H-cromen-8-il)-bencil]-carbámico [F]. Rendimiento 238 mg, 54%.  

HPLC (Método A): (MH+) 437, (MNa+) 459; TR 3,0 min. 1H RMN (CDCl3) δ 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).  35 

Etapa 6 

Se trató éster terc-butílico del ácido [4-(2-morfolin-4-il-4-oxo-4H-cromen-8-il)-bencil]-carbámico [F] (230 mg, 0,53 
mmol), en diclorometano (5 ml) con cloruro de hidrógeno 4 M en dioxano (2 ml). Se agitó la reacción a temperatura 
ambiente durante 3 horas, tiempo durante el cual se forma un precipitado. Se eliminó el disolvente a vacío y se 
trituró el residuo con éter. Se recogió el sólido resultante mediante filtración y se secó dando 8-(4-aminometil-fenil)-2-40 
morfolin-4-ilcromen-4-ona [G]. Rendimiento 189 mg, cuantitativo. HPLC (método 18): (MH+) 337, (MNa+) 359; TR 
1,32 min. (amplio). 1H RMN (DMSO-d6): δ 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 

45 
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(continuación) 
 

LDA diisopropilamida de litio 

MeOH Metanol 

THF Tetrahidrofurano 

 

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

Método Nombre del método 
de Easy Access 

Nombre del método 
de ChemStation 

Velocidad 
de flujo 

Disolvente Tiempo de 
ejecución 

A Columna corta ANL 
medio positivo 

SANL_PGM.M 1 ml/min.  0-1,5 min. MeCN al 
30-95%  

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

5 min. 

B Columna corta ANL 
medio negativo 

SANL_NGM.M 1 ml/min. 0-1,5 min. MeCN al 
30-95%  

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

5 min. 

 

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

Se equilibró la sefarosa 4 Fast Flow activada con NHS (Amersham Biosciences, 17-0906-01) con DMSO anhidro 10 
(dimetilsulfóxido, Fluka, 41648, H20 <= 0,005%). Se colocó 1 ml de perlas sedimentadas en un tubo Falcon de 15 
ml, se añadió disolución madre de compuesto (habitualmente 100 mM en DMF o DMSO) (concentración final de 0,2-
2 µmol/ml de perlas) así como 15 µl 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 15 
reaccionaron mediante incubación 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 -20ºC. 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 incubación con aminoetanol tal como se describió anteriormente.  

20 
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REIVINDICACIONES 

1. Método para la identificación de un compuesto de interacción con PI3K, que comprende las etapas de  

a) proporcionar una preparación de proteínas que contiene PI3K,  

b) poner en contacto la preparación de proteínas 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 sólido en 5 
condiciones que permiten la formación 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-3-10 
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 según la reivindicación 1, en el que la etapa d) incluye la detección de PI3K separada o la determinación 
de la cantidad de PI3K separada y/o en el que la etapa e) incluye la detección de ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR 15 
separados o la determinación 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 inmunodetección o espectrometría de masas, preferiblemente con un 
anticuerpo dirigido contra PI3K, ATM, ATR, DNAPK y/o mTOR. 

3. Método para la identificación de un compuesto de interacción con PI3K, que comprende las etapas de  20 

a) proporcionar una preparación de proteínas que contiene PI3K,  

b) poner en contacto la preparación de proteínas 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 sólido y con un 
compuesto dado en condiciones que permiten la formación 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,  25 

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 según la reivindicación 3, en el que en la etapa c) dicha detección se realiza determinando la cantidad del 30 
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, 
DNAPK y o mTOR.  

5. Método según cualquiera de las reivindicaciones 3 ó 4, en el que las etapas a) a c) se realizan con varias 35 
preparaciones de proteínas con el fin de someter a prueba diferentes compuestos.  

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

a) proporcionar dos alícuotas de una preparación de proteínas que contiene PI3K, 

b) poner en contacto una alícuota 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 sólido en condiciones que 40 
permiten la formación 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 alícuota 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 sólido y con un 
compuesto dado en condiciones que permiten la formación de un complejo de 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-45 
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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).  5 

7. Método para la identificación de un compuesto de interacción con PI3K, que comprende las etapas de:  

a) proporcionar dos alícuotas que comprenden cada una al menos una célula que contiene PI3K,  

b) incubar una alícuota con un compuesto dado,  

c) recoger las células de cada alícuota,  

d) lisar las células con el fin de obtener preparaciones de proteínas,  10 

e) poner en contacto las preparaciones de proteínas 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 sólido 
en condiciones que permiten la formación 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-15 
fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida - PI3K formado en cada alícuota 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 según cualquiera de las reivindicaciones 6 ó 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 20 
formado en la alícuota incubada con el compuesto en comparación con la alícuota no incubada con el compuesto 
indica que PI3K es una diana del compuesto.  

9. Método según 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 separación PI3K de la 3-(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-25 
4-metil-tiazol-2il]-propionamida inmovilizada y la detección posterior de PI3K separada o la determinación posterior 
de la cantidad de PI3K separada.  

10. Método según cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9, en el que dicha determinación 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 separación de dicha proteína de la 3-30 
(2-{2-[2-(2-amino-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-N-[5-(4-cloro-3-metanosulfonil-fenil)-4-metil-tiazol-2il]-propionamida 
inmovilizada y la detección posterior de ATM, ATR, DNAPK y o mTOR separados o la determinación posterior de la 
cantidad de ATM, ATR, DNAPK y o mTOR separados, preferiblemente en el que se detecta dicha proteína o se 
determina la cantidad de dicha proteína mediante métodos de inmunodetección o espectrometría de masas, 
preferiblemente con un anticuerpo dirigido contra dicha proteína.  35 

11. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, realizado como una selección de medio o alto 
rendimiento, y/o en el que dicho compuesto se selecciona del grupo que consiste en compuestos sintéticos, o 
fármacos sintéticos orgánicos, más preferiblemente fármacos orgánicos de molécula pequeña y compuestos de 
molécula pequeña naturales.  

12. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el compuesto de interacción con PI3K es un 40 
inhibidor de PI3K, y/o en el que el soporte sólido se selecciona del grupo que consiste en agarosa, agarosa 
modificada, perlas de sefarosa (por ejemplo sefarosa activada con NHS), látex, celulosa y partículas 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 está covalentemente acoplada al soporte sólido.  

13. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que la PI3K es PI3K gamma y/o PI3K delta.  45 

14. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que la provisión de una preparación de proteínas 
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incluye las etapas de recoger al menos una célula que contiene PI3K y lisar la célula.  

15. Método según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en el que las etapas de la formación 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 fisiológicas. 
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