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Los procesos de fosforilacién-defosforilacion proteica juegan un papel
primordial en practicamente todos los aspectos de la funcién celular. La
caracterizacion de los componentes del fosfoproteoma y de sus perfiles de
fosforilacion en diferentes condiciones es, en consecuencia, de vital
importancia para la comprension de los mecanismos celulares implicados
en la enfermedad y para el desarrollo de nuevos farmacos dirigidos a
modular la actividad de quinasas y fosfatasas.

En este trabajo se muestras los cambios cuantitativos producidos en el
fosfoproteoma de linfocitos T humanos primarios tras su activacion durante
15 minutos y 2 horas con PMA/lonomicina. Los extractos proteicos de las
células en reposo y activadas se digirieron con tripsina, se marcaron con
TMT y se mezclaron. La mezcla se fraccion6 mediante SCX y los
fosfopéptidos se enriquecieron con IMAC y TiO2 (Carrascal et al. JPR.
2008). Finalmente, los extractos se analizaron por LC-MS/MS para la
identificacién y cuantificacidén de las secuencias utilizando una combinacion
de barridos CID y PQD en un instrumento de trampa idnica lineal (LTQ) o
de CID y HCD en un instrumento de alta resolucion (Orbitrap-LTQ).

Las secuencias caracterizadas se almacenan en la base de datos
publica LymPHOS (http:/lymphos.org). Estos datos constituyen el uUnico
mapa de puntos de fosforilacion disponible para células T humanas.
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