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SUMMARY 
 

The main goal of proteomics is the detailed characterization of protein sequences, 

quantities, and post translational modifications, such as phosphorylation. Most proteomic 

studies rely on tandem mass spectrometry (MS) as the core technology, which can be applied 

by various workflows, each capturing a different subset of the “total proteome space”, to 

balance trade-offs in comprehensiveness, reproducibility, and sensitivity. Recent advances in 

technology should facilitate proteomic studies to measure also contextual relationships 

between molecules in that “space”.  

The overarching aim of this thesis was to develop a targeted MS-based strategy 

that supports the network biology paradigm. This strategy was used to characterize 

signaling networks which coordinate the DNA damage response, a complex process 

that maintains genomic stability, and when disrupted, can promote carcinogenesis. 

In chapter 1, we reviewed steps that have been taken in MS-based proteomics in recent 

years to advance our ability to investigate and compare networks via measurement of 

molecules. In particular, we described the ways various proteomic workflows have been applied 

to identify network components, to describe static and dynamic network wiring, and to relate 

dynamic networks to cellular phenotypes.  

In order to define initial qualitative signaling networks which may coordinate the DNA 

damage response, we conducted a literature review in chapter 2, focusing on the pivotal role 

of protein kinases in signaling. In the published literature, we identified a landscape of >70 

kinases that are activated or inhibited following DNA damage, some of which play critical 

context-dependent roles in various signaling networks. However, most of these kinases have 

been studied as isolated functional entities in different cellular contexts and by using antibody-

based proteomic workflows.  

To permit measuring such signaling networks by targeted MS, we faced the critical task 

of developing the necessary resources and protocols. One of the bottlenecks in targeted MS is 

the requirement to generate measurement assays. In chapter 3, we developed a resource of 

>300 targeted phosphorylation site-specific assays, mapped to known substrates of selected 

kinases, which serve as references for the activity of these kinases. Along with known 

substrates, we developed assays for phosphorylation sites that were selected as candidates from 

discovery studies. We demonstrated the utility of targeted MS in verification of these candidate 

phosphorylation sites, which enabled us to expand DNA damage signaling networks.  

In order to interrogate which kinases act to coordinate DNA damage signaling 

networks, we utilized this resource in chapter 4 to identify a signaling network, measurable by 

targeted MS in a specific cancer cell line in the context of DNA double strand breaks. Next, 
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we perturbed this signaling network with a DNA damaging agent and different kinase 

inhibitors, and measured the cellular phosphorylation responses by targeted MS. We found 

that only few kinase activities were directly involved in the phosphorylation response to DNA 

damage in a well-defined context (e.g. a specific DNA damaging agent, a specific cell line), 

which is in contrast to the landscape of kinases found in literature. Last, these findings enabled 

us to propose a context-specific signaling network, from which we could generate new 

hypotheses as to how these kinases act in concert. 

In chapter 5 we explored the hypothesis that in certain cellular contexts, receptor 

tyrosine kinases may modulate the cellular response to DNA damaging agents. In depth 

investigations by targeted MS confirmed that multiple branches of the DNA damage response 

(DDR) are modulated by prior inhibition of one such receptor tyrosine kinase, in specific 

cancer cell lines. In particular, these analyses have highlighted selected phosphorylation sites 

that respond to sequential receptor inhibition and DNA damage. Two such phosphorylation 

sites were further investigated in vitro and in vivo and may be of clinical diagnostic utility in the 

future. 

In conclusion, in this thesis we have developed a targeted MS-based strategy to support 

network-driven characterization of phosphorylation signaling networks, and utilized it to 

investigate the cellular response to DNA damage. We demonstrated that these networks, even 

in very different cancer cell lines, still share some common contextual relationships between 

kinases and their substrates. Interestingly, we discovered that only few kinase activities 

coordinate DNA damage signaling networks, and that the identity of these kinases depends on 

the cellular context. In the future, we envisage that the strategy, resources and findings 

presented here will be used to elucidate how such signaling networks are personalized by 

context.  
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ZUSAMMENFASSUNG 
 

Das Hauptziel der Proteomik ist die detaillierte Charakterisierung von Proteinsequenzen, 

Proteinmengen und posttranslationalen Modifikationen wie zum Beispiel Phosphorylierungen. 

Die meisten Proteomikstudien verwenden als Haupttechnologie verschiedene Methoden der 

Tandem-Massenspektrometrie (MS), welche sich bezüglich ihrer Vollständigkeit, 

Reproduzierbarkeit und Empfindlichkeit unterscheiden und jeweils eine anderen Teil des 

existierenden „Proteomraumes“ abbildenkönnen. Neue technologische Fortschritte sollten es 

ermöglichen mit Proteomikstudien auch kontextabhängige Verbindungen zwischen Molekülen 

in diesem „Raum“ zu messen.  

Das übergeordnete Ziel dieser Doktorarbeit war es, eine gezielte MS-basierte Strategie 

zu entwickeln, welche das Netzwerk-Biologie-Paradigma unterstützt. Diese Strategie 

wurde dazu genutzt die zellulären Signalwege der DNA-Schadensreaktion zu 

charakterisieren. Die DNA-Schadensreaktion ist ein komplexer Prozess, welcher die 

Genomstabilität sichert und bei Störungen zu Krebsbildung beitragen kann. 

In Kapitel 1 haben wir die Schritte zusammengefasst, welche in der MS-basierten Proteomik 

in den letzten Jahren angewendet wurden, um Netzwerke mittels Molekülmessungen zu 

untersuchen und zu vergleichen. Insbesondere beschreiben wir verschiedene 

Proteomikmethoden mit denen es möglich ist Netzwerkkomponenten zu identifizieren, die 

Netzwerkverbindungen und deren dynamische Veränderung zu beschreiben, und die 

Netzwerkverbindungen zellulären Phänotypen zuzuordnen. 

Um qualitative Signalnetzwerke zu definieren, welche die DNA-Schadensreaktion 

koordinieren könnten, haben wir in Kapitel 2 eine Literaturübersicht zusammengestellt mit 

dem Fokus auf die zentrale Rolle von Proteinkinasen in der Signalübertragung. In der 

publizierten Literatur haben wir >70 Kinasen identifiziert, welche nach DNA Schäden aktiviert 

oder inhibiert werden, einige davon mit einer kritischen kontext-abhängigen Rolle in 

verschiedenen Signalnetzwerken. Die meisten dieser Kinasen wurden bislang allerdings als 

isolierte Einheiten in verschiedenen zellulären Kontexten mit Antikörper-basierten 

Proteomikmethoden untersucht.  

Um diese Signalnetzwerke nun im Gesamten untersuchen zu können, mussten entscheidende 

Ressourcen und Protokolle entwickelt werden, welche die Analyse mittels gezielter MS 

ermöglichten. Einer der Engpässe in der gezielten MS ist die Erfordernis spezifischer Assays 

für jeden zu untersuchenden Analyten. In Kapitel 3 haben wir eine Ressource von >300 Assays 

für spezifische Phosphorylierungsstellen entwickelt, welche es ermöglicht bekannte Substrate 

ausgewählter Kinasen zu messen, umso Referenzwerte für die Aktivität dieser Kinasen zu 

generieren. Zusätzlich zu den bekannten Substraten, haben wir auch Assays für 
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Phosphorylierungsstellen entwickelt welche als Kandidaten aus externen Entdeckungsstudien 

kamen. Mittels unserer gezielten masssenspektrometrischen Analysen konnten wir diese 

hypothetischen Kandidaten-Phosphorylierungsstellen eindeutig bestätigen und damit das 

Signalnetzwerk der DNA-Schadensreaktion erweitern.  

Um zu untersuchen welche Kinasen die DNA-Schadens-Signalnetzwerke koordinierenhaben 

wir in Kapitel 4 ein Zelllinien-spezifisches Signalnetzwerk identifiziert, welches aus 

Netzwerkelementen besteht die im Zusammenhang mit DNA Doppelstrangbrüchen in 

bestimmten Zelllinien gemessen werden können. Anschliessend haben wir diese Kinasen 

DNA-schädigenden Reagenzien und Kinaseinhibitoren ausgesetzt und die zelluläre 

Phosphorylierungsantwort mittels gezielter MS gemessen. Wir stellten fest, dass in einem 

definierten Kontext (z.B. eines spezifischen DNA-schädigenden Reagenzes und einer 

spezifischen Zelllinie) nur wenige Kinase-Aktivitäten an der Phosphorylierungsreaktion 

beteiligt waren. Diese Resultate erlaubten uns ein kontextspezifisches Signalnetzwerke zu 

erstellen, auf dessen Grundlageneue Hypothesen generiert werden konnten darüber wie diese 

Kinasen gemeinsam agieren und im Zusammenspiel funktionieren.. 

In Kapitel 5 untersuchten wir die Hypothese, dass in bestimmten zellulären Kontexten 

Rezeptortyrosinkinasen zelluläre Reaktionen modulieren, welche durch DNA-schädigende 

Reagenzien ausgelöst werden. Detaillierte Untersuchungen mittels gezielter MS bestätigten, 

dass mehrere Zweige der DNA-Schadensreaktion durch vorherige Hemmung einer solchen 

Rezeptortyrosinkinase in spezifischen Krebszelllinien moduliert werden. Insbesondere haben 

diese Analysen ausgewählte Phosphorylierungsstellen aufgezeigt, die auf sequentielle 

Rezeptorhemmung und DNA-Schädigung reagieren. Zwei derartige Phosphorylierungsstellen 

wurden in vitro und in vivo weiter untersucht und könnten in der Zukunft für die klinische 

Diagnostik nützlich sein. 

Zusammenfassend haben wir in dieser Arbeit eine gezielte MS-basierte Strategie zur 

Unterstützung der Netzwerk-basierten Charakterisierung von Phosphorylierungssignalwegen 

entwickelt, welche wir zur Untersuchung der zellulären Antwort auf DNA-Schäden 

angewendet haben. Wir konnten darlegen, dass diese Netzwerke auch in sehr unterschiedlichen 

Krebszelllinien  gemeinsame Verbindungen zwischen Kinasen und ihren Substraten aufzeigen. 

Weiterhin konnten wir zeigen, dass nur wenige Kinaseaktivitäten die DNA-Schadens-

Signalnetzwerke koordinieren und dass die Identität dieser Kinasen vom zellulären Kontext 

abhängt. Wir stellen uns vor, dass in der Zukunft die hier präsentierten Strategien, Ressourcen 

und Erkenntnisse hilfreich sein werden um herauszufinden wie Signalnetzwerke durch den 

Kontext personalisiert werden.  

 

 


