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Abstract 

Targeted cancer drugs that aim to perturb cancer-specific proteins and signaling networks promise enhanced 
efficacy and less toxic side effects than conventional approaches. However, the high prevalence of low responses, 
relapses and unwanted effects represents a major clinical obstacle. To obtain a better knowledge of the mode of 
actions of targeted cancer drugs, renowned clinical agents and different cancer types were subjected to a global and 
unbiased analysis by phosphoproteomics in this thesis. 

The combination of radiation therapy with targeted agents could improve the limited therapeutic options for 
pancreatic cancer. In this regard, the (phospho)proteomes of radioresistant pancreatic ductal adenocarcinoma cells 
were analyzed to identify mechanisms of low response to radiation that may be overcome by targeted drugs. The 
common reaction of the cells to radiation engaged over 700 phosphorylation sites on more than 400 proteins, 
thereby uncovering novel members of the radiation-responsive signaling network. Among those, ten novel ATM 
substrates were confirmed by in vitro kinase assays. The radioresistant cells displayed a complex regulation of 
apoptotic processes that featured increased expression of NQO1. Moreover, comprehensive enrichment analysis 
pinpointed elevated Actin dynamics and FAK activity in radioresistant cells. These adaptions in cellular protein 
expression and signaling suggest pharmacological inhibition of NQO1 and FAK as putative new avenues towards 
radiosensitization. 

Small molecule kinase inhibitors often bind to more than one target protein resulting in uncertain activities in 
patients. The combination of kinobeads affinity screening and phosphoproteomics enabled the study of the targets 
and effects on cellular signaling of the clinical AKT inhibitors AZD5363, GSK2110183, GSK690693, Ipatasertib 
and MK-2206 in HER2-overexpressing breast cancer cells. Between four and 29 nanomolar targets for each 
inhibitor and 1700 regulated phosphorylation sites were revealed. Common drug-responsive phosphorylation sites 
were based on AKT engagement and allowed an expanded view on the AKT signaling network. Within this 
network, 15 novel AKT substrates were corroborated by a recombinant kinase assay. Based on this data, a targeted 
PRM assay was established to reproducibly analyze further AKT inhibitors in higher throughput. Furthermore, a 
secretome analysis identified STC2 as a putative response marker in the cell culture model. 

Another class of targeted agents are monoclonal antibodies that engage surface antigens and exert multiple actions. 
Here, the direct Fab-mediated effects of anti-HER2 pertuzumab and trastuzumab, in comparison to EGFR/HER2 
inhibitor lapatinib, as well as anti-CD20 rituximab were analyzed by concentration- and time-dependent 
phosphoproteomics. A panel of breast cancer cell lines and B-cell lymphoma and lymphoblastoid cell lines were 
the basis to investigate both common effects and resistance mechanisms. Over 2000 responsive phosphorylation 
sites were mainly regulated by lapatinib, while trastuzumab and pertuzumab had only modest direct effects. In 
contrast, rituximab affected several thousands of phosphorylation events. Among these, phosphorylated MAPK1/3 
can serve as s resistance and treatment marker. The role of MAPK1/3 for rituximab action was further confirmed 
by the sensitization of resistant cells by pharmacological inhibition of MAPK signaling pathway members. In 
addition, comprehensive pathway enrichment has uncovered the importance of an early activation of calcium-
dependent NFAT signaling and a subsequent cell cycle arrest for the action of rituximab. 

In conclusion, this thesis revealed the mode of actions of selected clinical small molecule inhibitors and 
monoclonal antibodies. It enabled a deep insight into the targets and effects of these agents on cancer signaling 
and shed light onto resistance mechanisms. Furthermore, this study enhanced our understanding of major 
signaling networks and may help to suggest novel targeted drugs for the application in patients. It can be 
considered a valuable resource for researchers in the field of medicine and cell biology. 
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Zusammenfassung 

Zielgerichtete Krebsmedikamente, die darauf abzielen, krebsspezifische Proteine und Signalnetzwerke zu 
beeinträchtigen, versprechen eine verbesserte Wirksamkeit und weniger toxische Nebenwirkungen als 
herkömmliche Ansätze. Die hohe Prävalenz niedriger Ansprechraten, Rezidive und unerwünschter Wirkungen 
stellt jedoch ein großes klinisches Problem dar. Um ein besseres Verständnis der Wirkungsweise von 
zielgerichteten Krebsmedikamenten zu erhalten, wurden in dieser Dissertation renommierte klinische Wirkstoffe 
und verschiedene Krebsarten einer globalen und unvoreingenommenen Analyse durch die Phosphoproteomik 
unterzogen. 

Die Kombination von Strahlentherapie mit zielgerichteten Wirkstoffen könnte die begrenzten therapeutischen 
Möglichkeiten bei Bauchspeicheldrüsenkrebs verbessern. In diesem Zusammenhang wurden die 
(Phospho)Proteome von strahlenresistenten duktalen Adenokarzinomzellen des Pankreas analysiert, um 
Mechanismen des geringen Ansprechens auf Strahlung zu identifizieren, die durch gezielte Medikamente 
überwunden werden könnten. Die gemeinsame Antwort der Zellen auf Strahlung umfasste über 700 
Phosphorylierungsstellen an mehr als 400 Proteinen, wodurch neue Mitglieder des strahlenempfindlichen 
Signalnetzwerks aufgedeckt wurden. Darunter wurden zehn neuartige ATM-Substrate durch in vitro-Kinase-
Assays bestätigt. Die strahlungsresistente Zellen zeigte eine komplexe Regulation apoptotischer Prozesse, die sich 
durch eine erhöhte Expression von NQO1 auszeichnet. Darüber hinaus konnte durch eine umfassende 
Anreicherungsanalyse eine erhöhte Aktindynamik und FAK-Aktivität in strahlenresistenten Zellen festgestellt 
werden. Diese Anpassungen in der zellulären Proteinexpression und Signalübertragung legen eine 
pharmakologische Hemmung von NQO1 und FAK als mutmaßlich neue Wege zur Strahlensensibilisierung nahe. 

Niedermolekulare Kinaseinhibitoren binden oft an mehr als ein Zielprotein, was zu ungewissen Aktivitäten in 
Patienten beiträgt. Die Kombination von Affinitätsscreening mit Kinobeads und Phosphoproteomik ermöglichte 
die Untersuchung der Targets und der Auswirkungen der klinischen AKT-Inhibitoren AZD5363, GSK2110183, 
GSK690693, Ipatasertib und MK-2206 auf die zelluläre Signalübertragung in HER2-überexprimierenden 
Brustkrebszellen. Es wurden zwischen vier und 29 nanomolare Targets für jeden Inhibitor und 1700 regulierte 
Phosphorylierungsstellen gefunden. Häufige auf Medikamente ansprechende Phosphorylierungsstellen basierten 
auf der Bindung an AKT und erlaubten einen erweiterten Blick auf das AKT-Signalnetzwerk. Innerhalb dieses 
Netzwerks wurden 15 neuartige AKT-Substrate durch einen rekombinanten Kinase-Test bestätigt. Auf der 
Grundlage dieser Daten wurde ein zielgerichteter PRM-Assay etabliert, um weitere AKT-Inhibitoren bei höherem 
Durchsatz reproduzierbar zu analysieren. Darüber hinaus identifizierte die Sekretomanalyse STC2 als einen 
mutmaßlichen Behandlungsarker im Zellkulturmodell. 

Eine weitere Klasse zielgerichteter Substanzen sind monoklonale Antikörper, die an Oberflächenantigenen 
angreifen und vielfältige Wirkungen ausüben. Hier wurden die direkten Fab-vermittelten Effekte von anti-HER2-
Pertuzumab und Trastuzumab im Vergleich zum EGFR/HER2-Inhibitor Lapatinib sowie anti-CD20-Rituximab 
mittels konzentrations- und zeitabhängiger Phosphoproteomik analysiert. Ein Panel von Brustkrebs-Zelllinien 
sowie B-Zell-Lymphom- und Lymphoblastoid-Zelllinien bildeten die Grundlage für die Untersuchung sowohl der 
gemeinsamen Wirkungen als auch der Resistenzmechanismen. Über 2000 ansprechende Phosphorylierungsstellen 
wurden hauptsächlich durch Lapatinib reguliert, während Trastuzumab und Pertuzumab nur mäßige direkte 
Wirkungen hatten. Im Gegensatz dazu beeinflusste Rituximab mehrere tausend Phosphorylierungsereignisse. 
Unter diesen kann phosphoryliertes MAPK1/3 als Resistenz- und Behandlungsmarker dienen. Die Rolle von 
MAPK1/3 für die Wirkung von Rituximab wurde durch die Sensibilisierung resistenter Zellen durch 
pharmakologische Hemmung der Mitglieder des MAPK-Signalwegs weiter bestätigt. Schließlich wurde durch eine 
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umfassende Anreicherung der Signalwege die Bedeutung einer frühen Aktivierung des kalziumabhängigen NFAT-
Signalweges und eines anschließenden Zellzyklus-Stillstands für die Wirkung von Rituximab aufgedeckt. 

Zusammenfassend enthüllte diese Arbeit die Wirkungsweise ausgewählter klinischer niedermolekularer 
Inhibitoren und monoklonaler Antikörper. Sie ermöglichte einen tiefen Einblick in die Ziele und Wirkungen 
dieser Wirkstoffe auf die Krebssignalübertragung und beleuchtete Resistenzmechanismen. Darüber hinaus 
verbesserte diese Studie unser Verständnis wichtiger Signalnetzwerke und könnte dazu beitragen, neue 
zielgerichtete Medikamente für die Anwendung bei Patienten vorzuschlagen. Sie kann als eine wertvolle Ressource 
für Forschende auf dem Gebiet der Medizin und Zellbiologie angesehen werden. 
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