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Einleitung

Die Arbeitsgruppe Urologische For-
schung (AuF, http://www.dgu-forschung.
de) verabschiedete im Oktober 2008 ih-
re Statuten als Beratungs- und Koordinie-
rungsgremium des Vorstandes der Deut-
schen Gesellschaft fiir Urologie (DGU).
Die Aufgaben der AuF sind die Férderung
der Kommunikation und die Initiierung
von Gemeinschaftsprojekten innerhalb
der deutschen Urologie und in der Koo-
peration mit Nachbarfichern und -lan-
dern. Eine Kernkompetenz stellt die wis-
senschaftliche Fortbildung dar, mit den
Zielen Férderung von Kooperationen und
wissenschafltichem Austausch sowie Star-
kung des urologischen Forschungsstand-
ortes und des wissenschaftlichen Nach-
wuchses.

Um die kompetitive und kooperative
Forschung national und international auf
entsprechend hohem Standard zu fiihren,
hat die AuF 2009 vier 2,5-tagige Work-
shops in entsprechend renommierten La-
boren mit den folgenden Themenschwer-
punkten angeboten: "Tumorzellkultur”,
»Gene silencing®, ,,Proteomics“ und ,,Tis-
sue engineering®

Das Ziel der ,Wet-lab-Workshops® be-
stand in der Vermittlung theoretischer
und praktischer Grundlagen beziiglich
der gewihlten Hauptthemen und der
moglichen Einsatzgebiete der geschulten
Methoden sowie die Grenzbereiche ihrer
Einsetzbarkeit. Dabei wurden sowohl die
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theoretischen Grundlagen gelegt als auch
anhand praktischer Durchfithrung das
Erlernte umgesetzt und vertieft.

sTumorzellkultur”

Invasion, Migration und
Angiogenese: Zellkulturkuren
fiir die onkologische Forschung

Basierend auf den Erfahrungen eines
Kurses im Rahmen des Weiterbildungs-
programms des Deutschen Prostatakarzi-
nombkonsortiums (DPKK e.V.) hielt Prof.
Dr. rer. nat. Gerhard Unteregger im Mirz
2009 in der urologischen Universitétskli-
nik Homburg/Saar den ersten ,Wet-lab-
Workshop“ ab.

Grundlage fiir experimentelle onko-
logische Forschung sind dynamische Un-
tersuchungssysteme, um von der rein de-
skriptiven Beurteilung der Malignitit zu
einem funktionellen Verstdndnis der un-
terschiedlichen Formen des Tumorwachs-
tums zu gelangen. Die Mobilitét der Tu-
morzelle vor allem in Kombination mit
deren destruktiven invasiven Wachstum
und der Vaskularisierung des Tumors sind
Prozesse, durch die das Patientenschicksal
bestimmt wird und somit Ziel der Target-
Therapie darstellen. Bei diesen Vorgingen
spielt die zelluldre Umgebung, das Mikro-
environment, eine zentrale Rolle: Parakri-
ne Wechselwirkungen durch Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Interaktion sind wesent-
liche Bestandteile der balancierten Regu-

lation im Normalgewebe. Bei der Tumor-
genese gerit diese Wechselwirkung aus
dem Gleichgewicht.

Ziel der experimentellen onkologi-
schen Forschung ist es, in einem an-
spruchsvollen Zellkultursystem diese
dynamischen Vorgange zu simulieren, da-
mit die Faktoren, welche das veranderte
Verhalten einer Tumorzelle charakterisie-
ren, erkannt, dokumentiert und ggf. iso-
liert werden kénnen.

Unter Verwendung verschiedener Tu-
morzelllinien untersuchten die Kursteil-
nehmer die Auswirkung unterschied-
licher Beschichtungen auf das zelluldre
Wachstum sowohl in der Standardversion
auf der 96-Well-Mikrotiterplatte als auch
in der direkten Kokultur. Durch einen
solchen Versuchsaufbau kann der Ein-
fluss von Fibroblasten auf die Proliferati-
on von Tumorzellen quantitativ bestimmt
werden. Diese Informationen kénnen zur
quantitativen Bestimmung von Migra-
tion und Invasion von Tumorzellen un-
ter Verwendung verschiedener Attrac-
tants wie sezernierte Faktoren (SDF1 von
Fibroblasten) herangezogen werden. Im
Rahmen des ,Wet-lab-Workshops® wur-
den Migration und Invasion mit der Flu-
oroblocktechnologie anhand der Propi-
diumjodidfarbung direkt im Mikroskop
als auch mit der Calcein-Farbung als ,,live
cellimaging® - jeweils als Screeningansatz
im 24-Well-Format — indirekt im Reader
von den Kursteilnehmern quantitativ be-
stimmt.
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Die Kokultur ist eine Moglichkeit, auf
dem Weg zur 3D-Zellkultur, bei der sich
parakrine Wechselwirkungen und die
Zell-Zell-Interkation sehr gut in vitro si-
mulieren lassen. Eine echte 3D-Kultur ist
z. B. die Bildung von ,,tube-like structures®
als erster Schritt der Angiogenese, wobei
die Menge der entstehenden vernetzen
Strukturen der verwendeten humanen
Endothelzellen einem direkten Maf fiir
eine pro- bzw. antiangiogenetische Akti-
vitét sezernierter Faktoren entspricht.

Hohepunkt des Workshops stellten
die Bildung von 3D-Tumorspheroiden
und die abschlieffenden histologischen/
immunzytochemischen Analysen dieser
3D-Strukturen nach invasivem Wachs-
tum dar.

~Gene silencing”

Funktionelle Analytik von
Proteinen mittels si-RNA-Techniken

Resultierend aus der Tumorentwick-
lung schlieft sich die moderne medika-
mento6se Therapie an, deren ,,Target-The-
rapie” immer starker im Zentrum der Be-
handlungsméglichkeiten verschiedens-
ter Krankheiten tritt. Im zweiten ,,Wet-
lab-Workshop“ wurde im Mai 2009 an
der Urologischen Universitatsklinik der
TU Miinchen unter der Leitung von Dr.
rer. nat. Roman Nawroth das Verstdndnis
der Rolle, die bestimmte Proteine bei bio-
logischen Vorgangen iibernehmen sollte,
wie z. B. der Tumorentstehung oder -pro-
gression, geschaffen.

Als erfolgreiches Beispiel bietet sich in
der Target-Therapie die medikamentose
Blockade des ,vascular endothelial growth
factor (VEGF) an, einem Zelloberfla-
chenprotein, das fiir die Auslésung der
Tumorangiogenese essenziell ist. Um die
Entwicklung eines Medikaments oder
seine Wirkmechanismen und Erfolgsaus-
sichten préklinisch evaluieren zu kénnen,
bedarfes einer gezielten Fragestellung und
dem Wissen um entsprechende Methoden
zur entsprechenden Beantwortung.

Mit dem Vermitteln des theoretischen
und praktischen Hintergrundwissens kon-
nen unter Verwendung verschiedener ex-
perimenteller Methoden zur Charakteri-
sierung Proteine und zelluldre Signalwege
beurteilt werden. Mit der Absicht der ge-
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zielten Fragebeanwortung des ,Wet-lab-

Workshops“ wurden drei Themenschwer-

punkte erarbeitet:

1. Wabhl eines passenden In-vitro-Mo-
dellsystems,

2. Moglichkeiten der molekularen Ma-
nipulation des Zielproteins,

3. Uberblick verschiedener funktioneller
Methoden.

Ein In-vitro-System hat immer verschie-
dene Eigenschaften, die hiufig gut cha-
rakterisiert sind und damit bei der Wahl
z. B. einer bestimmten Zelllinie oder
eines Zellkultursystems helfen. Basis-
wissen iiber Charakteristika und Wachs-
tumsbedingungen von Zelllinien sind
die Grundlagen zur Auswahl des ent-
sprechenden In-vitro-Modellsystems. In-
haltlich kniipfte dieser Kurs an den vor-
angegangenen mit dem Hauptaugen-
merk auf die Manipulation von Protein-
aktivitat und Expression an. Dabei wur-
den die molekulargenetischen Grundla-
gen und Vor- und Nachteile der Expressi-
on rekombinanter und genetisch modifi-
zierter Proteine, aber gleichzeitig der Hin-
tergrund und die praktische Anwendung
kleiner RNA (siRNA, miRNA) in Theo-
rie und Praxis vermittelt, mit deren Hil-
fe Proteine gezielt genetisch ausgeschaltet
werden konnen. Im dritten Teil wurden
Methoden und Uberpriifung der Expres-
sionseffektivitit (DNA/RNA-Konstrukte,
Infektions- bzw. Transfektionsmethoden)
vorgestellt, mit denen die eigentliche Fra-
gestellung, die Funktion des zu untersu-
chenden Proteins/Signalweges in der on-
kologischen Zelle, charakterisiert wird.

Zellreaktionen (Einzelparameter wie
Proliferation, Apoptose, Zelladhésion
oder auch Migration) im Kontext zur
Funktion eines Proteins/Signalweges er-
moglichen Aussagen zu einem neuen po-
tentiellen Therapieansatz.

,Proteomics”
Goldstandards und neue Techniken

Neben der genomischen Ebene ist die
Analyse der Proteinexpression wesent-
lich fiir die Analyse der verdnderten Re-
gulation bei unterschiedlichsten Erkran-
kungen sowie zur Identifizierung von Bio-
markern. Hierzu stehen heute Techniken

zur Verfligung, die einerseits die Defini-
tion von spezifischen komplexen Protein-
mustern und andererseits die Analyse und
Quantifizierung einzelner Proteine erlau-
ben.

Im Rahmen des 3. ,Wet-lab-Work-
shops® wurden in der Klinik und Poli-
Klinik fiir Urologie des Universitétsklini-
kums Jena unter der Leitung von Frau PD
Dr. med. Kerstin Junker die Vermittlung
theoretischer und praktischer Grundla-
gen der Proteinanalyse, die Einsatzgebiete
und auch Grenzen der unterschiedlichen
Methoden aufgezeigt.

Zunichst wurden die Moglichkeiten
und die sachgemafie Durchfiihrung der
Gewebeasservierung fiir unterschiedliche
Gewebearten (Blut, Urin, Gewebeproben)
sowie die Probenaufbereitung vermit-
telt, da diese Voraussetzungen fiir quali-
tativ hochwertige experimentelle Analy-
sen sind. In einem theoretischen Uber-
blick iiber die aktuell verfiigbaren Metho-
den des Proteinprofilings (Massenspek-
trometrie, 2D-PAGE, Proteinarrays) wur-
den die Vor- und Nachteile dieser Tech-
niken beziiglich des Ausgangsmaterials,
der zu analysierenden Massenbereiche
sowie der Eignung als Hochdurchsatzver-
fahren fiir die Identifizierung von klinisch
relevanten Biomarkern dargestellt. An-
schliefend wurden spezifische Aspekte
der Durchfithrung von Massenspektro-
metrie und bioinformatischen Analy-
sen ausfiithrlich besprochen. Einen brei-
ten Raum nahm die Darstellung und Dis-
kussion verschiedener Techniken zur Va-
lidierung und Quantifizierung von Kan-
didatenproteinen ein (Westernblot, ELI-
SA, Immunhistochemie), die ein wesent-
licher Bestandteil der Biomarkeridentifi-
zierung sind. Analog fithrten die Kursteil-
nehmer im praktischen Teil verschiedene
Arbeitsschritte der genannten Methoden,
insbesondere bei der 2D-Gelelektropho-
rese, beim Westernblot oder bei der Im-
munhistochemie durch.

»Tissue engineering”

Grundlegende Techniken
fiir regenerative Medizin

Der Bereich ,tissue engineering“ hat die
Bereitstellung kompatibler und funktio-
neller Zellen und Gewebe zur Rekon-



Zusammenfassung - Abstract

struktion oder zum vollstindigen Ersatz
erkrankter oder funktionsunfahiger Or-
gane zum Ziel. ,Tissue engineering" ist ei-
ne etablierte Forschungsrichtung mit dem
Potenzial, die chirurgisch-rekonstruktiven
Moglichkeiten der Urologie zu erweitern,
welches sich mittels bioartifiziellen auto-
logen Geweben auf Grund der physiolo-
gischen und immunologischen Kompati-
bilitdt umsetzen lasst.

In der Urologischen Klinik des Uni-
versitatsklinikums Tiibingen wurden un-
ter der Leitung von Prof. Dr. med. Karl-
Dietrich Sievert und Dr. rer. nat. Ger-
hard Feil im Oktober 2009 die grundsétz-
lichen Methoden des , tissue engineering
im Rahmen des 4. und letzten ,Wet-lab-
Workshops“ 2009 vermittelt und in prak-
tischen Ansétzen durchgefiihrt.

Mit dem Uberblick tiber den aktuellen
Wissensstand und die Legislative beziig-
lich des ,tissue engineerings“ und der da-
mit eng verbundenen Stammzelltherapie
erfolgte der Einstieg in die angewandte
Materie anhand der Gewinnung, Pri-
markultur und Propagierung urothelialer
Zellen. Die so propagierten Zellen kon-
nen als Suspension oder als Gewebe stra-
tifiziert entweder solitar oder auf entspre-
chender Tragersubstanz im Empfanger
genutzt werden. Die durchgefiihrte Mar-
kierung der Urothelzellen mit einem flu-
oreszenten Zelllinker erlaubt ein experi-
mentelles In-vitro- und In-vivo-Tracking
und entsprechende Untersuchungen in
der zeitlichen Achse. Die Vermittlung
der notwendigen praktischen und theo-
retischen Grundlagen tiber Kultur, Cha-
rakterisierung und Differenzierung mes-
enchymaler Stammzellen ist die Grundla-
ge fiir die erfolgreiche Verwendung in der
regenerativen Medizin. In anschaulicher
Art und Weise wurden die Moglichkeiten
stammzellbasierter Therapien und der
schwierige Weg von der Etablierung pri-
marer Zellkulturen und deren Weiterent-
wicklung zu einem Ersatzgewebe mit und
ohne Tragermatrizes vermittelt unter der
gleichzeitigen Berticksichtigung dieses
gef. auch gemafl GMP einzusetzen.

Zusammenfassung
Die ,Wet-lab-Workshops® 2009 dienten

zur Veranschaulichung der praktischen
und damit auch klinischen Relevanz ent-
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Zusammenfassung

Die Arbeitsgruppe Urologische Forschung
(AuF) der Deutschen Gesellschaft fiir Urolo-
gie (DGU) hat als Aufgaben die Forderung der
Kommunikation und die Initiierung von Ge-
meinschaftsprojekten innerhalb der deut-
schen Urologie und in der Kooperation mit
Nachbarfachern und -landern. Seit 2009 or-
ganisiert die AuF jahrlich ,Wet-lab-Work-
shops” diesjahrig mit den Themen "Tumor-
zellkultur',,Gene silencing’,,Proteomics” und
LTissue engineering” und dem themenbezo-
genen Symposium,Urologische Forschung
der DGU” zur engeren Verflechtung von Pra-
xis und Theorie. Dies soll zu einer nachhal-

tigen Qualitatssteigerung des wissenschaft-
lichen Arbeitens in der Urologie beitragen.
Das Erreichen dieser Ziele erscheint drin-
gend notwendig, da Forschung mehr denn je
zur Wahrung der Interessen der Urologen in
einem zunehmend schwieriger werdenden,
gesundheitspolitischen Umfeld unverzicht-
bar ist.

Schliisselworter

Ausbildungsinitative - Férderung der
Kommunikation - Initiierung von
Gemeinschaftsprojekten - Kooperation mit
Nachbarfachern und -landern

Educational initiative of the German Society of Urology
for innovative research. Workshops 2009

Abstract

The tasks of the Working Group on Urologi-
cal Research (AuF) of the German Society of
Urology (DGU) are to support communica-
tion and initiation of joint ventures in Ger-
man urology and to cooperate with associat-
ed subjects and neighboring countries. The
annual “wet lab workshops” needs a space
between annual and “wet lab workshops”
on the topics of tumor cell culture, gene si-
lencing, proteomics, and tissue engineer-
ing and the use instead of annual topic-re-
lated symposium*“urological research,” orga-
nized and carried out by the AuF as of 2009,
serve to achieve a close change to closer inte-

gration of praxis and theory. This should con-
tribute to a lasting quality improvement of
the scientific work in urology. Accomplishing
these objectives seems urgently necessary to
preserve the interests of urologists, because
more than ever research has become indis-
pensable in an increasingly difficult environ-
ment of health care policy.

Keywords

Educational initiative - Support of
ommunication - Initiation of joint projects -
Cooperation with associated subjects and
neighboring countries
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Hier steht eine Anzeige.
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sprechender Untersuchungsmethoden,
die beispielhaft an Projekten der Kli-
nik, die mit diesen Techniken durchge-
fithrt werden, vorgestellt wurden. Neben
der Darstellung von spezifischen Fragen
zu einzelnen Techniken gaben die Work-
shops auch die Gelegenheit zum Erfah-
rungsaustausch zwischen den Teilneh-
mern und zur Initiierung von Kooperatio-
nen zwischen den Arbeitsgruppen.

Anspruch der Workshops ist Metho-
den fiir unterschiedliche Fragestellun-
gen kritisch zu beleuchten und hierdurch
die Planung von Projekten unter Einbe-
ziehung entsprechender Techniken zu er-
leichtern und nicht ein breites Spektrum
von Methoden innerhalb von 2,5 Tagen
komplett zu erlernen.

Fiir das Jahr 2010 werden wieder-
um thematisch entsprechende vier ,Wet-
lab-Workshops® angeboten, die Untersu-
chungstechniken als Gundlage zur spezi-
fischen Beantwortung wissenschaftlicher
Fragestellungen darstellen (http://www.
dgu-forschung.de/workshops.html):

1. ,Tumorzellkultur®:

Invasion, Migration und Angiogenese

== Montag, 15. bis Mittwoch,
17. Mérz 2010

== Urologische Universititsklinik,
Homburg/Saar

== Kursleitung: Prof. Dr. rer. nat.
Gerhard Unteregger

== 28 CME-Punkte

2. ,Funktionelle Proteinanalytik®:
Methoden der Proteinbiologie/
Signaltransduktion
== Montag, 26. bis Mittwoch,
28. April 2010

== Urologische Universitétsklinik
der TU Miinchen

== Kursleitung: Dr. rer. nat. Roman
Nawroth

== 28 CME-Punkte

3. ,Proteomics™

Goldstandards und neue Techniken

== Montag, 11. bis Mittwoch,
13. Oktober 2010

== Urologische Universititsklinik,
Jena

== Kursleitung: PD Dr. med.
Kerstin Junker

= 29 CME-Punkte

4. ,Tissue engineering®:

Techniken fiir die regenerative Me-

dizin

== Dienstag, 09. bis Donnerstag,
11. November 2010

== Urologische Universititsklinik,
Tiibingen

== Kursleitung: Prof. Dr. med. Karl-
Dietrich Sievert, Dr. rer. nat.
Gerhard Feil

== 26 CME-Punkte
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