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Teil II: Eingehende Darstellung (wird veröffentlicht) 

1. Avisierte Ziele der ursprünglichen Vorhabenbeschreibung 
 

Das AntiDEG-Projekt zielte auf die Identifizierung und Validierung von Proximitäts-basierten 

Wirkstoffen für den Abbau von Zielproteinen und toxischen Aggregaten zur 

pharmakologischen Modulation neurodegenerativer und neuroinflammatorischer 

Erkrankungen ab, für die es aktuell keine therapeutischen Lösungen gibt. Proximitäts-basierte 

Wirkstoffe sind hier PROTACs und andere molecular degraders, die spezifisch 

Schlüsselproteine adressieren, die bei Fehlregulation und Fehlfaltung toxische Eigenschaften 

entwickeln und letztlich zum Untergang von Neuronen und Gliazellen im Zentralnervensystem 

(ZNS) führen können. Diese pathophysiologischen Ereignisse treten beispielsweise bei der 

Multiplen Sklerose (MS) auf. MS ist dadurch charakterisiert, dass inflammatorische Ereignisse 

neuroaxonalen Schaden im ZNS herbeiführen können. Es gibt nur wenige Hinweise dafür, 

welche intrinsischen physiologischen Reaktionen in den Neuronen durch die Entzündung 

ausgelöst werden können. Aktuelle Daten zeigen allerdings, dass das synaptische Protein 

BSN (Bassoon) in neuronalen Somata von MS-Patienten akkumuliert. In einem MS-

Krankheitsmodell in Mäusen, der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis, zeigte 

sich eine ähnliche Akkumulation des Proteins, welche durch eine Deletion des Bsn-Gens 

verhindert werden konnte. Interessanterweise konnte auch durch eine pharmakologische 

Aktivierung des Ubiquitin-Proteasom-Systems, und zwar durch eine Inhibition von Ubiquitin-

abbauenden Enzymen (hier reversible Inhibition von USP14 mit IU1) der Akkumulation von 

Bsn und dem neuronalen Untergang entgegengewirkt werden. Somit scheint das Bsn-



 

Zielprotein druggable im Kontext der Ubiquitin-abhängigen Degradation zu sein. An diesem 

Punkt wurde im Projekt AntiDEG angesetzt: Wir haben erprobt, ob BSN durch Proximität-

basierende Wirkstoffe und Rekrutierung von spezifischen E3-Ubiquitin-Ligase-Komplexen 

ubiquitiniert und proteasomal abgebaut werden kann. Dafür wurden vor allem physiologisch 

relevante humane in vitro Zellmodelle etabliert und verwendet, um dies prinzipiell aufzuzeigen. 

Die Wirkung von PROTACs/molecular degraders wurde dabei unter anderem unter 

Verwendung von Ubiquitinierungs-blockierenden Bedingungen charakterisiert. Das AntiDEG-

Projekt war eng mit ProxiDETECT zur Entwicklung geeigneter primärer Screening-Assays und 

BioDEL zu Strategien für die Überwindung von Körperbarrieren (Darm, Blut-Hirn-Schranke) 

verknüpft. 

 
Ablauf des Vorhabens, Ergebnisse, Verwertung 

 
Geplante Ziele: 

Die übergeordneten Ziele von AntiDEG während der dreijährigen Förderphase waren: 

(i) Die Identifikation von PROTACs oder anderen molecular degraders für BSN, deren 

schrittweise Validierung in a) neuronal differenzierten SH-SY5Y Zellen und b) von 

humanen iPS-Zellen abgeleiteten Neuronen des ZNS mit einem kortikalen, 

exzitatorischen, glutamatergen Phänotyp. Nachweis der Wirksamkeit in Dosis-

Wirkungs-Titrationen über direkte BSN-Protein-Quantifizierung und in orthogonalen 

Assays (z.B. Messung der Zytotoxizität oder Quantifizierung von Proteinaggregaten). 

(ii) Die Etablierung einer generellen Profilierungplattform zur Charakterisierung von 

Verbindungen, die als molecular degrader spezifischer ZNS-Zielproteine mit 

Aggregationsneigung identifiziert wurden (α-synuclein, SOD1, TDP43 u.a.). Diese 

sollen unter Ubiquitinierungs- und Degradations-blockierenden Bedingungen validiert 

werden. 

(iii) Der Nachweis der selektiven Degradation von BSN und anderen ZNS-Zielproteinen 

nach Zugabe von PROTACs/molecular degraders in den oben genannten Zellmodellen 

mittels quantitativer Proteomik. Dabei wurden Gesamtproteomansätze, aber auch 

fokussierte Strategien verfolgt. 

 

Übergeordnetes Ziel unseres Konsortialprojektes war es, die primäre Wirkung von 

PROTACs/molecular degraders in physiologisch relevanten in vitro Zellmodellen exemplarisch 

nachzuweisen. Das Vorhaben wurde in drei Arbeitspakete gegliedert, welche in enger 

Zusammenarbeit der akademischen und industriellen Partner umgesetzt wurden. Insgesamt 

konnte durch die Bearbeitung zentraler technologisch-biologischer Fragestellungen für die 

(entzündliche) Neurodegeneration eine Basis für die langfristige Nutzung der entwickelten in 

vitro-Testsysteme als Plattformen für zukünftige therapeutische Anwendungen geschaffen 



 

werden. In einer nachgelagerten Projektphase sollen diese Substanzen weiter in Richtung 

präklinischer Kandidatenmoleküle entwickelt werden mit dem langfristigen Ziel einer 

Erprobung ihrer Wirkung in einem klinischen Kontext. 

 

 

AP1: Identifikation und Validierung von molecular degraders für BSN 

 

Geplante Ziele für AP1: 

(i) Zusammenstellung einer Substanzbibliothek von bis zu 5000 niedermolekularen 

Substanzen, Etablierung eines Hochdurchsatz-kompatiblen Screening-Assays zur 

Identifikation von molecular degraders von BSN. 

(ii) Durchführung eines Primär-Screens, Hit confirmation, Hit profiling mittels Dosis-Wirkungs-

Titration, Nominierung einer validierten Hitliste. 

(iii) Validierung von Hits in SH-SY5Y Zellen. Messung der endogenen BSN Proteinmengen, 

Viabilitätsstudien, Messung von intrazellulären Aggregaten mittels High Content Imaging. 

(iv) Validierung von Hits in hiPSC-Neuronen. Messung der endogenen Bsn Proteinmengen, 

Viabilitätsstudien, Messung von intrazellulären Aggregaten mittels High Content Imaging. 

 

Erzielte Ergebnisse: 

Zu (i) Eine geeigneten Substanzbibliothek für den Hochdurchsatzscreen für das BSN-

Zielprotein wurde identifiziert und mit einem Umfang von ca. 5000 niedermolekularen 

Substanzen zusammengestellt. Dafür wurde eine Analyse von öffentlich zugänglichen 

molecular degrader Datenbanken, internen Substanzbibliotheken, frequent-hitter-

Sammlungen und fokussierte Screening-Bibliotheken von PROXIDRUGS-Projektpartnern 

durchgeführt. Zudem wurde ein Hochdurchsatz-kompatibler Screening-Assay zur 

Identifikation von molecular degrader von BSN etabliert, instruiert durch Wissen, welches im 

Rahmen von ProxiDETECT gewonnen wurde. Dabei wurden vor allem suicide gene-

Fusionsproteine für das „Signal-on“ Screening zur Identifizierung von proteinabbau-

induzierenden Substanzen verwendet. Dieses von Koduri et al. publizierte Prinzip wurde 

parallel zu den Aktivitäten in AntiDEG im Rahmen des Projektes ProxiDETECT für das 

Screening nach IKZF1-Abbau-induzierenden Molekülen in HEK293 und SH-SY5Y Zellen 

etabliert. Dieser Assay ermöglichte das hochdurchsatzkompatible Screening nach molecular 

degraders und basiert im Vergleich zu konventionellen Ansätzen, die auf die Messung einer 

Verringerung an Zielprotein ausgerichtet und somit „Signal-off“-Assays sind, eine Umkehr der 

Selektionsbedingungen. Dadurch wird das Risiko, falschpositive Ergebnisse zu generieren, 

minimiert und eine robuste und empfindliche Identifizierung von molecular degradern 

ermöglicht. Die Umkehr der Selektion basiert auf der Fusion des Zielproteins mit dem suicide-



 

gene DCK*. Wenn vorhanden, phosphoryliert dieses das nicht-natürliche Nucleosidanalogon 

BVdU und das gebildete BVdU-Mono- bzw. -Triphosphat wirkt zytotoxisch. Zielprotein-

abbauende Moleküle führen zur gemeinsamen Degradation von DCK* und dem Zielprotein, 

was zum Überleben dieser Zellen unter BVdU-Behandlung führt (positive Selektion). Nach 

erfolgreicher Implementierung dieses Screening-Assays wurde dieser auf das Zielprotein BSN 

angepasst. Dabei wurden zum einen neuroblastomale SH-SY5Y Zellen und zum anderen 

hiPSC-abgeleitete Neurone verwendet. BSN stellte sich dabei als ein intrinsisch schwieriges 

Target heraus, insbesondere durch sein hohes Molekulargewicht und seinen hohen Anteil 

ungeordneter dreidimensionaler Struktur. Alle notwendigen Plasmidkonstrukte für den „Signal-

on“-Assay für weitere Targets wurden kloniert und sowohl vom 5´- als auch vom 3´-Ende 

überlappend sequenziert. Insgesamt standen final die jeweiligen Vektoren für die DCK*-

Fusionskonstrukte (protein of interest mit suicide gene) der Gene IKZF1, BSN (bp 1461-3432; 

aufgrund der Gengröße kann nur ein Fragment in den entsprechenden Vektor kloniert 

werden), IRAK4 und RBM39 und zudem die nichtfusionierten Referenzkonstrukte (protein of 

interest ohne suicide gene) zur Verfügung. Damit wurden lentivirale Partikel hergestellt, 

Zielzellen infiziert, selektiert und abhängig vom Ergebnis der Qualitätskontrolle mittels 

Durchflusszytometrie basierend auf einem co-exprimierten Fluorophor (GFP) sortiert. So 

konnten erfolgreich Zellen hergestellt werden, die stabil IKZF1, BSN (bp 1461-3432), RBM39 

sowohl fusioniert mit als auch ohne DCK* exprimieren. In der Assayentwicklung wurden die 

Literaturbedingungen reproduziert und darauf aufbauend wurde das Assayverfahren optimiert, 

insbesondere wurde ein bezüglich Signal-über-Hintergrund sowie Robustheit optimierter 

Assay entwickelt. Diese Parameter stellen zentrale Anforderungskriterien dar, um ein 

Hochdurchsatzscreening zu ermöglichen und hochqualitative Ergebnisse zu erreichen. 

 

Zu (ii) Basierend auf den in (i) etablierten Zellmodellen und Assays wurde ein Primär-Screen 

zur Identifikation von BSN-Hits in Einzelpunktbestimmung durchgeführt. Basierend auf den 

entwickelten „Signal-on“ Assays (siehe auch Zwischenbericht ProxiDETECT) wurden 

Validierungsscreens sowie ein Screen der im Rahmen von PROXIDRUGS erstellten molecular 

glue-like Substanzbibliothek durchgeführt und Hits konnten für verschiedene Targets 

identifiziert werden, nicht jedoch für BSN. 

 

Zu (iii) und (iv) Für die Herstellung der SH-SY5Y- und iPSC-Neurone wurden detaillierte 

Protokolle zwischen den Projektpartnern Fraunhofer ITMP und AbbVie ausgetauscht, um im 

Projektverlauf homogene Daten zu generieren. Es wurde sich auf eine hiPSC-Linie (BIONi010-

C-13) mit integriertem Doxycyclin-induzierbaren Neurogenin-2 Transgen geeinigt, welche über 

die European Bank for induced pluripotent Stem Cells (EBiSC, https://ebisc.org) bezogen 

wurde. Das gezielte Anschalten von Neurogenin-2 ermöglicht eine effiziente und robuste 



 

Differenzierung der hiPSCs in vorwiegend glutamaterge Neurone. Die Qualität der erhaltenen 

BIONi010-C-13 hiPSC-Linie wurde zunächst mittels Immunofluoreszenz (MYC, SOX2, 

NANOG, LIN-28) und qRT-PCR (MYC, SOX2, NANOG, LIN-28) verifiziert. Es wurden mehrere 

Differenzierungsdurchläufe mit BIONi010-C-13 durchgeführt. Dabei konnten nach 28 Tagen in 

vitro (days in vitro, DIV) hochqualitative Neuronenpräparationen gewonnen werden. Dies 

wurde sowohl morphologisch, transkriptionell (BSN, MAP2, VGLUT1/SLC17A7) als auch auf 

Proteinebene mittels Immunfluoreszenz (MAP2, HOMER) nachgewiesen. Funktionell zeigte 

sich die Fähigkeit der humanen Neuronen, nach Injektion von Strömen Aktionspotentiale 

auszubilden (whole cell patch clamp recordings). Zudem wurden weitere charakteristische 

biophysikalische Parameter festgestellt (charakteristisches Ruhemembranpotential, Höhe der 

ausgelösten Aktionspotentiale, Kapazität der Zellen usw.). Interessanterweise zeigte sich 

transkriptionell eine starke Hochregulation von BSN über den Verlauf der Differenzierung 

(sowohl in hiPSC-Neuronen als auch in SH-SY5Y Zellen), welche auf Proteinebene mittels 

Immunfluoreszenzmessungen bestätigt werden konnte. 

 

Das AP1 wurde mit einer Abweichung im Zeitplan (kostenneutrale Verlängerung), jedoch ohne 

Abweichungen in der Kostenplanung erfolgreich abgeschlossen. 

 



 

 

 

Abbildung 1: Generierung von hiPSC-Neuronen mittels Dox-induzierbarem NGN2 und Nachweis von BSN-
Expression auf RNA- und Proteinebene, Etablierung eines Hochdurchsatzscreening-kompatiblen 
Workflows in Signal-up Konfiguration. 
A) AP1 und AP2 verwenden den hiPSC Klon BIONi010-C-13, bei dem ein Doxycylin-basiertes Tet-On System den 
neuronalen Transkriptionsfaktor Neurogenin-2 (NGN2) induziert und so schnelle Differenzierung von funktionellen 
Neuronen ermöglicht. 
B) Morphologische Veränderungen sind während der Differenzierung bereits im Durchlichtmikroskop sichtbar. 
C) qRT-PCR zeigt, dass neuronale Transkripte stark induziert werden (MAP2: pan-Neurone, vGLUT1: glutamaterge 
Neurone, BSN: präsynaptischer Marker). 
D) Immunhistochemische Detektion von BSN in hiPSC-Neuronen zeigt eine präsynaptische Lokalisation. 
E) Prinzip des Signal-up Assays. 
F) Herstellung von Zelllinien für den Signal-up Assay für BSN. 
G) Bestätigung der Wirkung des Suizidsubstrates Cytarabin in Abhängigkeit der Suizidkinase DCK*. 
H) Rescue-Experiment durch Titration von Desoxycytidin. 
I) Screening einer molecular glue-ähnlichen Substanzbibliothek mit dem Signal-up Assay zeigt gute 
Reproduzierbarkeit. 
 
  



 

AP2: Charakterisierung von molecular degraders 

 

Geplante Ziele für AP2: 

(i) Analyse der Expression von BSN und Cullin-E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex-Komponenten 

mittels RNA-seq und quantitativer Proteommessverfahren in SH-SY5Y-Zellen und von 

hiPSC-abgeleiteten Neuronen. Neben Wildtyp (WT) hiPSCs sollten isogene 

hypoNEDDylierte, UBE2M- und UBE2F-defiziente SHSY5Y- und iPSC-Linien analysiert 

werden. Es sollte zudem analysiert werden, ob die Genom-editierten Zellen noch in der 

Lage sind, nach Differenzierung Neurone auszubilden. 

(ii)  Validierung von BSN Hits unter Verwendung von verschiedenen Ubiquitinierungs- und 

Degradations-Blockierungsbedingungen inklusive der Cullin-NEDDylierungs-defizienten 

Neuronen und Neuroblastomzellen. Diese Studien sollten ein quantitatives Messverfahren 

für BSN-Proteinmengen (aus AP1) verwenden, welches auf High Content Imaging basiert. 

(iii) Identifikation spezifischer E3-Ligase-Substrat-Rezeptor-Komplexe, die am BSN-Abbau 

beteiligt sind. Dafür sollte eine zuvor designte sgRNA-Bibliothek für einen genomischen 

CRISPR-Cas-Screen in SH-SY5Y-Zellen verwendet werden. Für die Validierung der 

spezifischen Targets sollten spezifische siRNA und hiPSC-Neurone verwendet werden. 

 

Erzielte Ergebnisse: 

Zu (i) In neuroblastomalen SH-SY5Y Zellen oder in hiPSC oder davon abgeleiteten hiPSC-

Neuronen unterschiedlicher Reifegrade (DIV 1-28) konnten umfangreiche transkriptionelle 

Profile gemessen werden. Dabei konnte in hiPSC-abgeleiteten Neuronen eine starke Induktion 

von BSN über den Differenzierungverlauf gemessen werden. Basierend auf der Zelllinie 

BIONi10-C-13 wurden mittels CRISPR-Cas9 UBE2M- und UBE2F-defiziente Linien 

hergestellt. Ebenfalls via CRISPR/Cas9 wurden UBE2M- bzw. UBE2F-defiziente SH-SY5Y 

hergestellt. Die Induktion der Expression von BSN über den Differenzierungsverlauf konnte 

mittels qRT-PCR bestätigt werden, sowohl für die BIONi10-C-13 Donorlinie als auch für die 

davon abgeleiteten NEDDylierungs-defizienten Linien. 

 

Zu (II) Mittels Viabilitäts- und HTRF-Assays wurde ein proprietärer CRBN-abhängiger 

PROTAC von AbbVie in WT und UBE2M-defizienten iPSC-Neuronen getestet. Es konnte eine 

vergleichbare Zellviabilität bei hohen Konzentrationen dieses PROTAC gemessen werden, 

aber eine Dosis-abhängige Degradation des Zielproteins in WT-Zellen, welche in UBE2M-

defizienten Zellen nicht gemessen werden konnte. Dies deutet auf einen CRBN-abhängigen 

Abbau des Zielproteins hin. 

Das AP2 wurde mit einer Abweichung im Zeitplan (kostenneutrale Verlängerung), jedoch ohne 

Abweichungen in der Kostenplanung erfolgreich abgeschlossen. 



 

 

 

 

Abbildung 2: Transkriptionelle Profile von neuronalen Zellen. 
A) In neuronalen SH-SY5Y Zellen oder in hiPSC oder davon abgeleiteten hiPSC-Neuronen unterschiedlicher 
Reifegrade (DIV 1-28) wurden umfangreiche transkriptionelle Profile gemessen. 
B) In RNA-seq Experimenten konnte eine starke Induktion von BSN festgestellt werden. 
C) Basierend auf dem BIONi10-C-13 Klon wurden mittels CRISPR-Cas9 UBE2M- und UBE2F-defiziente Linien 
hergestellt. Ebenfalls via CRISPR/Cas9 wurden UBE2M- bzw. UBE2F-defiziente SH-SY5Y hergestellt. 
D) Die Induktion der Expression von BSN konnte mittels qRT-PCR bestätigt werden, sowohl für die BIONi10-
C-13 Donorlinie als auch für die davon abgeleiteten NEDDylierungs-defizienten Linien. 
E) Mittels Viabilitäts- und HTRF-Assay wurde ein proprietärer CRBN-abhängiger PROTAC von AbbVie in WT 
und UBE2M-defizienten iPSC-Neuronen getestet. Es konnte eine vergleichbare Zellviabilität bei 30 µM 
PROTAC gemessen werden, aber eine Dosis-abhängige Degradation des Zielproteins in WT-Zellen, welche in 
UBE2M-defizienten Zellen nicht gemessen werden konnte. Dies weißt auf einen CRBN-abhängigen Abbau des 
Zielproteins hin. 

 
 
AP3: Reportersysteme für molecular degraders, quantitative Proteomik 

 

Geplante Ziele für AP3: 

(i) Entwicklung und Anwendung von targeted Proteomikansätzen, um BSN in den in AP1 und 

AP2 entwickelten und charakterisierten zellulären Systemen mit hoher Sensitivität und 

Genauigkeit bestimmen zu können. Validierung des BSN-Abbaus in SH-SY5Y-Zellen und 

von hiPSC-abgeleiteten Neuronen. Neben WT hiPSCs sollten isogene hypoNEDDylierte, 

UBE2M- und UBE2F-defiziente SHSY5Y- und iPSC-Linien untersucht werden. 

(ii) Charakterisierung der Effekte der BSN-Hits aus AP1 und AP2 bezüglich quantitativer 

Veränderungen im Gesamtproteom. Dabei sollen zudem post-translationale 



 

Modifikationen auf Zielproteinen untersucht werden. Es wurde angestrebt, dynamische 

Veränderungen der Translation und Degradation des zellulären Proteoms in Anwesenheit 

bzw. Abwesenheit von molecular degraders von BSN hochauflösend darzustellen. Zudem 

soll hier erneut ein Nachweis der Spezifizität der BSN-Hits aus AP1 und AP2 erbracht 

werden. 

 

Erzielte Ergebnisse: 

Zu (i) In AP3 wurden zielgerichtete Proteomikansätze etabliert, welche die Untersuchung von 

Zielproteinen ermöglichen. 

 

Das AP3 wurde mit einer Abweichung im Zeitplan (kostenneutrale Verlängerung), jedoch ohne 

Abweichungen in der Kostenplanung erfolgreich abgeschlossen. 

 

 

 

Abbildung 3: Targeted Proteomik. 

A) Grundlagen der parallel reaction monitoring Massenspektrometrie zur zielgesteuerten Analyse von Proteinen. 

B) Experimentelles Design zur Anfertigung von Titrationskurven, die eine absolute Quantifizierung des Zielproteins 

erlauben. 

C) Experimentelle Daten zur Validierung des targeted Proteomikansatzes. 

2. Zusammenarbeit mit anderen Forschungseinrichtungen 
Die gezielte Degradation von RBM39 wurde mit den bekannten molecular degradern Indisulam 

und dCeMM1 in SHSY5Y als auch in hiPSC-abgeleiteten Neuronen bestätigt. Hierzu wurde 



 

zusammen mit Revvity eine Application Note publiziert (Meister M, Ballard K, Lakics V. (2023) 

Quantifying the degradation of RBM39 in neuroblastoma cells treated with molecular glue 

degraders using HTRF technology. Revvity Application Note.). 

Derzeit befindet sich ein Manuskript mit Arbeiten aus diesem Projekt (gemeinsam mit dem 

PROXIDRUGS-Partner GSK) in Begutachtung bei ACS Chemical Biology (Huchting et al., 

bioRxiv 2025.03.06.641606). 

3. Budget 
Der initiale Budgetplan des Projektes wurde eingehalten. Es kam zu individuellen 

Abweichungen (z. B. zeitliche Verschiebungen in der Verausgabung und Umwidmungen) bei 

den einzelnen Budgets der Partner, die den jeweiligen Finanzberichten zu entnehmen sind. 


