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Sachbericht                                       
 

Förderkennzeichen: 13GW0344B 
 

Vorhabenthema: ALLFISHinFlow 
 
I Kurzbericht   
 
1. Wissenschaftlicher und technischer Stand 

Die Beurteilung des Ansprechens auf die Therapie ist eine der stärksten und verlässlichsten 
Parameter zur Vorhersage des Überlebens und damit integraler Bestandteil der individuellen 
Therapiesteuerung bei Kindern- und Jugendlichen mit einer akuten lymphoblastischen Leukämie 
(ALL). Zur Therapie bei der ALL gehören neben intensiver Chemo- oder Immuntherapie 
(Stammzelltransplantation), mehr und mehr Immuntherapien oder andere neue therapeutische 
Substanzen, die gegen Zielstrukturen auf und in Leukämiezellen gerichtet sind. Diese neuen 
antileukämischen Therapien erfordern auch verbesserte Verfahren, um die Leukämiezellen zu 
monitoren, da die sich aufgrund des zielgerichteten therapeutischen Drucks verändern können.  
Zu den hoch-sensitiven Verfahren zur Quantifizierung der minimalen Restzelllast (Minimal Residual 
Disease, MRD) im Therapieverlauf zählt die Durchflusszytometrie. Sie ermöglicht eine MRD-
Quantifizierung auf Einzelzellebene und hat aus diesem Grund das Potential, sehr genau 
Leukämiezellen oder auch pathophysiologisch andere relevante Zellpopulationen im Knochenmark 
zu identifizieren sowie Veränderungen in leukämischen Subpopulationen quantitativ zu erfassen. 
Jedoch ist dies nicht mehr verlässlich möglich, wenn sich die Leukämiezellen unter dem 
Therapiedruck von z.B. gegen die Oberflächenmoleküle CD19 oder CD22 gerichtete Antikörper  
verändern. Hier kann der Verlust einer Zielstruktur die Identifizierung der Leukämiezellen erschweren 
oder zu einem falsch negativen Ergebnis führen. Hier reichen die aktuell in der Diagnostik 
eingesetzten Panel mit 8-12 Fluorochrom-gelabelten Antikörpern nicht aus. Hochparametrische 
Assays in der spektralen Durchflusszytometrie oder in der Mass Flowcytometry mit bis zu 40/45 
Antikörpern in einem Panel könnten hier helfen. Eine andere sehr attraktive Möglichkeit, die Spezifität 
und Sensitivität des durchflusszytometrischen Nachweises von Leukämiezellen zu erhöhen ist die 
Anwendung der Imaging Flow Cytometry, wo Fluoreszenzmikroskopie und Durchflusszytometrie 
kombiniert werden und damit der gleichzeitige Nachweis von Oberflächenmarkern auf den 
Leukämiezellen mit genomischen Veränderungen durch Fluoreszenz-in-situ Hybridisierung (FISH) in 
den Leukämiezellen möglich ist. Erste Untersuchungen zur durchflusszytometrischen FISH-Analyse 
bzw. ihre Kombination mit einer immunphänotypischen (Oberflächenmarker-) Analyse am Image Stream 
X MKII (Cytek Biosciences) gibt es bereits. Im Fokus stand hier jedoch bisher immer nur der Einsatz 
einer FISH-Sonde. Diese waren bisher ausschließlich Zentromer-Sonden, die allein oder in Kombination 
mit einem Oberflächenmarker eingesetzt wurden. 
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2. Aufgabenstellung 

In diesem Projekt sollte ein Verfahren entwickelt werden, was die gleichzeitige Messung der 
aberranten Expression von Oberflächenmarkern auf den Leukämiezellen und verschiedener 
genomischer Veränderungen erlaubt. Dies geschieht mit einer Kombination von Flow-FISH Sonden 
und Antikörpern mit Hilfe der Image Stream X MKII Technologie. Diese Verbindung zweier 
Technologien erforderte ein neues innovatives Verfahren, das mit den entsprechenden erstmalig für 
diese Anwendung entwickelten Flow-FISH Sonden möglich ist. Darauf aufbauend sollten in einem 
nächsten Schritt, quantitativ wenige Leukämiezellen unter vielen gesunden Zellen (Niveau 0,01%, 
1x10-4) mit Hilfe der Flow-FISH Technologie in Patientenproben nachgewiesen werden. Auf der Basis 
eines verlässlichen sensitiven Nachweises, sollte das ALLFISHinFlow Assay für seine potentielle 
Anwendung in der Diagnostik in zehn selektierten Patienten mit unterschiedlichen genetischen 
Subtypen überprüft werden. 

 
 
3. Ablauf des Vorhabens 

Es wurde zuerst intensiv an der Optimierung der FlowFISH Ansätze gearbeitet sowie verschiedene 
bekannte und neu entwickelte FISH-Sonden im engen Austausch mit dem Partner ZytoVision 
getestet. Hier wurde mit ALL-Zelllinien gestartet und dann auf Patientenzellen übertragen. Da letztere 
heterogen und sehr empfindlich sind, wurde deutlich Zeit in potentielle Strategien für die 
Stabilisierung der Zellen, auch im Kontext der späteren Einsatz in der MRD-Diagnostik investiert. 
Etablierte Sonden wurden gemeinsam mit relevanten Antikörperkombinationen getestet. Im 
gesamten Prozess wurde die Strategie zur Basis-Auswertung der Messdaten entsprechend neu 
gewonnener Erkenntnisse optimiert. Am Schluss wurde sehr viel Zeit in die Analyse der SpotCounts 
investiert, um verlässlich Leukämiezellen mit einer genomischen Aberration quantitativ zu 
bestimmen.  
 
 

4. Wesentliche Ergebnisse 

Zusammenfassend wurden die Grund-Bedingungen für das FlowFISH Protokoll erfolgreich optimiert 
und sowohl an ALL-Zelllinien als auch Patienten-Proben erfolgreich angewandt. Es wurde eine SOP 
zum praktischen Ansatz-Protokoll, zur Messung am Gerät und für die Basis-Auswertung (Gäting-
Strategie) geschrieben und final validiert. Im Rahmen des Projekts wurden vom Partner ZytoVision 
neu entwickelte chromosomen- und genspezifische Sonden getestet und gemeinsam optimiert. Die 
verschiedene FISH-Sonden wurden erfolgreich mit verschiedenen Antikörpern kombiniert. Die 
Auswertung einer diagnostischen Probe mit einem hohen Anteil an Leukämiezellen war einfach 
möglich. Jedoch war es aufgrund der nicht verlässlichen genauen SpotCount - Analyse nicht möglich, 
Leukämiezellen verlässlich objektiv auf MRD-Niveau mit der zum Gerät zur Verfügung stehenden 
Software zu quantifizieren. Hier braucht es weiter entwickelte Analyse-Techniken (wie z.B. künstliche 
Intelligenz), die in einem Folgeprojekt entwickelt werden sollen.  
 
 

5. Zusammenarbeit mit anderen Forschungseinrichtungen  

Die Entwicklung des hier angestrebten Verfahrens war nur mit hierfür entwickelten Flow-FISH 
Sonden möglich. Dies erfolgte durch den Partner ZytoVision. Das erfolgte unter einer enge 
Zusammenarbeit zwischen der ZytoVision und Charité. Der regelmäßige interaktive Austausch hat 
auf beiden Seiten zu wichtigen Erkenntnissen und Durchbrüchen in der Optimierung des Flow-FISH 
Protokolls geführt.  
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II Eingehende Darstellung  
 
1. Verwendung der Zuwendung und des erzielten Ergebnisses im Einzelnen, mit Gegenüberstellung der 

vorgegebenen Ziele 
 
Aufzählung der wichtigsten wissenschaftlich-technischen Ergebnisse und anderer wesentlicher 
Ergebnisse nach Arbeitspaket. 

 
AP 3.1 Testung veränderter Hybridisierungsbedingungen sowie Sonden mit verstärkten Signalen 
oder neuen Fluorochromen markiert 
Im Rahmen dieses Arbeitspaketes wurde in einem iterativen Prozess das initiale ALLFISHinFlow- Protokoll an 
allen kritischen Stellen (Antikörperinkubation, Antikörperfixierung, Zellfixierung, DNA-Denaturierung/-Fixierung, 
Sonden-Hybridisierung, Postwash) kontinuierlich verbessert bzw. angepasst, um optimale Signalmuster der 
Antikörper und der FISH-Sonden gleichzeitig zu gewährleisten.  

Alle Arbeiten wurden zunächst mit leukämischen Zelllinien ausgeführt. Der Schwerpunkt lag hierbei auf der 
Schonung der empfindlichen Antikörper durch Abmilderung der FISH-Prozedur bei gleichzeitiger 
Gewährleistung optimaler FISH-Signale (spezifisches Signal versus Hintergrund) sowie in diesem 
Zusammenhang die Testung und Identifizierung geeigneter neuer Fluorophore. Zusammenfassend wurden zu 
diesem Zweck folgende Testungen durchgeführt und Erkenntnisse gesammelt: 

• Optimierung der Fixierungs-/Permeabilisierungsbedingungen der Zellen vor der FISH (milder und kürzer) 
ohne Qualitätsverlust für die FISH. Hiermit Schonung der Antikörper und bessere zeitliche 
Durchführbarkeit des FlowFISH-Ansatzes 

• Optimierung der FISH-Hybridisierungs-Bedingungen unter 
o Testung modifizierter Hybridisierungspuffer  
o Anpassung der Dauer und der Temperatur während der DNA-Denaturierung 
o Einbau eines neues Protokollschrittes zur Sicherstellung einer optimalen Stringenz in der 
     Hybridisierung 

• Optimierung des Postwash nach der Hybridisierung durch Wechsel des Puffers und Verringerung der  
          Temperatur 
• Testungen zur Findung einer angepassten FISH-Sonden-Konzentration 
• Identifikation geeigneter Fluorophore aus von ZytoVision bereitgestellter FISH-Sonden mit neuen auf die 

Konfiguration des Image Stream abgestimmten Fluorophoren (multiple Fluorophore pro grün / gelb / 
orangenem / roten Detektionskanal) hinsichtlich ihrer Signalintensität (spezifisch versus Hintergrund) 
und ihren Spillover-Eigenschaften in benachbarte Detektionskanäle 

• Testungen einzelner Gen-Sonden aufbauend auf den Erfahrungen mit Zentromer-Sonden 
 
 
Verzögerung beim Übergang von AP 3.1 auf die folgenden Arbeitspakete 

Die darauffolgende Adaption des Protokolls von leukämischen Zelllinien auf primäres Material (peripheres Blut 
gesunder Spender, Knochenmark von Patienten) stellte eine unerwartete Herausforderung und starke 
Verzögerung des Vorhabens dar. Im Gegensatz zu den zuvor verwendeten leukämischen Zelllinien lieferten 
die Experimente mit primärem Patienten-Material unsystematisch schwankende Ergebnisse in der 
Signalqualität. Zudem haben die eingesetzten primären Zellen die 2-tägige ALLFISHinFlow Prozedur oft nicht 
überstanden, sodass man außer Zelltrümmern und apoptotischen Zellen keine oder viel zu wenig auswertbare 
Zellen messen und beurteilen konnte. 
 
Für die Ursachen- bzw. Maßnahmenfindung zur Prävention des massiven Zellverlustes bei Primärmaterials 
wurden mehrere Monate lang verschiedene Protokollmodifikationen nacheinander ausgetestet. Die 
unternommenen Modifikationen basierten auf der Hypothese, dass man die Zellausbeute verbessern kann, 
indem man einerseits eine hohe Vitalität der Primärzellen vor jedem Experiment sicherstellt und andererseits 
die Zellen noch stärker für die Prozedur stabilisiert. Letzteres durfte jedoch nicht zu Lasten der spezifischen 
Signale der FISH-Sonden bzw. den Antikörpern gehen. Folgende Modifikationen wurden getestet: 
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(1) Verwendung von frischem Primärmaterial statt aus kyropräservierten Proben 
(2) Materialaufarbeitung mittels Lyse der Erythrozyten statt Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation 
(3) Zusätzliche Stabilisierung mit kommerziellem TransFix-Reagenz (https://www.cytomark.co.uk/) 
(4) Einsatz einer generell höheren Ausgangs-Zellzahl 
(5) Wechsel des Fixierungs-/Permeabilisierungsschrittes von Minderman et.al (Erstpublikation zur 

Suspensions-FISH 2012) auf die Fixierungs-/Permeabilisierungsschritte nach Erber/Hui/Fuller et.al 
(2019) 

 
Für diese Versuchsreihen wurde zusätzlich eine umfangreiche Erweiterung der bisherigen Gatingstrategie 
erarbeitet, die es ermöglichte aus der Gesamtheit der aufgenommenen Bilder einer Probe objektiv, verlässlich 
und reproduzierbar verschiedene morphologische Zellzustände (Debris, Zelltrümmer, apoptotische Zellen, 
Doubletten, kleinere und größere Zellaggregate, runde Einzelzellen) voneinander abzugrenzen und zu 
quantifizieren (Abbildung 1). Diese für die Selektion morphologisch-bester Zell-Aufnahmen etablierte 
Gatingstrategie wurde im gesamten weiteren Verlauf des Vorhabens beibehalten. 
 

Gesamtheit der Aufnahmen vor dem Gating 

 
 
Durchlaufen einer Gatingstrategie unter Berücksichtigung morphologischer Features 
• Area (Fläche des identifizierten Objekts in einer Aufnahme) 
• Entropy_Mean (Textur in einer Aufnahme) 
• Minor_Axis_Object (Länge der kürzesten Achse des Ojekts) 
• Aspect_Ratio (Ratio aus der kürzesten und längsten Achse des Objekts) 
• Circularity_Object (Kreisförmigkeit des Objekts) 
• Gradient RMS (Qualität des Fokus) 
 
Finale Zuordnung und Selektion auswertbarer Einzelzellen: 

Debris Kleinere, 
“unrunde” 

Zellen 

Große 
Aggregate 

Einzelzellen, 
vermutlich 
apoptotisch 

Einzelzellen, 
wenig Fokus 

Einzelzellen, 
hoher Fokus 

 
  

   

Abbildung 1. Etablierung der Gatingstrategie unter Verwendung morphologischer Features 
 
Von den fünf o.g. Experimentreihen zur Verbesserung der Zellausbeute bei primären Proben war erst der letzte 
Schritt am signifikantesten. Mit diesem Umstieg konnten die Zellen besser präserviert werden, die FISH-
Signale behielten weitestgehend die gleiche Qualität. Allerdings wurde hier die Auflösung bei der 
Antikörperfärbung etwas verschlechtert. Dies stellte dennoch den besten Kompromiss dar, um konsistente 
Ergebnisse bei der Durchführung des ALLFISHinFlow Protokolls mit sensiblem Primärmaterial erhalten zu 
können. 
 
Zusätzlich sind Nebenerkenntnisse aus den anderen, ausgetesteten Modifikationen in das Protokoll 
eingeflossen (strenge Vitalitätskriterien einer Probe nach dem Auftauen, Verdopplung des Zelleinsatzes, 
Wechsel auf andere Reaktionsgefäße zur Minimierung des Zellverlustes während der 10 
Zentrifugationsschritte). 
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Nach erfolgreicher Umstellung des Protokolls konnte sowohl an gesundem Blut sowie an Patientenzellen die 
für den ImageStream-modifizierten FISH-Sonden für ABL1, KMT2A und CDKN2A/CEN9 erfolgreich getestet 
und final optimiert werden.  
 
 
AP 3.2 Testung neuer Sonden allein und mit Antikörpern entsprechend der Optimierung in 3.1 

Für die Entwicklung von FISH-Sonden mit neuen genetischen Targets oder Target-Kombinationen wurden 
ZytoVision Knochenmark-Ausstriche von Patientenproben mit nachgewiesenen Veränderungen von JAK2, 
PAX5, IKZF1 sowie Aneuploidien der Chromosomen 4, 10 und 17 zur Verfügung gestellt. 
 

• Sonden für Aneuploidien der Chromosomen 4, 10 und 17: Für die Etablierung des Aneuploidie-Panels 
wurden zunächst zwei mögliche Sonden-Varianten für den Nachweis von Chromosom 4 und letztlich 
zur gleichzeitigen Messung von Chromosom 4, 10 und 17 erfolgreich getestet.   

 
• IKZF1/CEN7 Sonde: Ebenso konnte die neu entwickelte IKZF1/CEN7 Sonde getestet werden. 

Aufgrund der geringen Größe stellte diese eine besondere Herausforderung dar und benötigt zum 
aktuellen Stand noch weitere, kleinere Optimierungen im Protokoll zur Verbesserung des Signals 
gegenüber dem unspezifischen Hintergrund. 

 
• JAK2, PAX5 Sonden: Die Gensonden für JAK2 und PAX5 wurden zeitlich zurückgestellt, um die oben 

genannte Break-Apart-Sonde für KMT2A-Fusionen zu testen. 
 
Für die Antikörpertestungen musste berücksichtigt werden, dass die in der Durchflusszytometrie 
standardmäßig angewandten Fluorophore oft proteinbasiert/organisch und daher nicht hitzestabil sind, um die 
FISH-Prozedur zu überstehen. Daher wurden lediglich synthetische Antikörper betrachtet, die vom Hersteller 
ausgeschrieben hitzestabil sind sowie von ihrer Anregung/Emission in die noch freien Kanäle der  
ImageStream Konfiguration passen. Die Fluorophore wurden zunächst unter Verwendung des CD10 
Antikörpers, d.h. die CD10 Antikörper-Konjugate wurden in allen Varianten, auf ihre Eignung im 
ALLFISHinFlow Protokoll, getestet. Folgende Antikörper-Fluorophore wurden als geeignet identifiziert: BV421 
(Ch7), BB515, BV510 und DY488 (Ch2, Ch08), BV605 (Ch10) sowie AF647, BB700, BV711 (Ch05, Ch11). Für 
die Kanäle 3 und 4 gibt es leider keine entsprechenden konjugierten Antikörper. Diese müssten bei Bedarf 
individuell hergestellt werden. Anschließend wurden die jeweiligen relevanten Antikörper unseres Diagnostik-
ALL-Panels (CD10, CD45, CD19, CD38, CD22, CD20, CD34) in den jeweilig erhältlichen Fluorochromen 
bestellt. Je nach Markerkonstellation können hier bei einer bekannten Leukämie 2-3 Antikörper zur 
Identifikation der Blasten für eine Messung am ImageStream eingesetzt werden. In den üblichen Fällen ist dies 
CD45, CD19 und CD10.  
 
 
AP 3.3 Auswahl der optimalen FISH-Sonden- und Antikörper-Kombinationen 

Mit den bisher getesteten FISH-Sonden und Antikörpern kann das finale Panel einer ALLFISHinFlow Messung, 
wie in Tabelle 1 dargestellt, aufgebaut sein (in Abhängigkeit von der Ausstattung des ImageStream). 

 
Tabelle 1: Finale ALLFISHinFlow Panel mit FISH-Sonden/Antikörper-Belegung für die Ausstattung des genutzten ImageStream 

Ch01 Ch02 Ch03 Ch04 Ch05 Ch06 Ch07 Ch08 Ch09 Ch10 Ch11 Ch12 

Brigh
t-field 

FISH-
Sonde 

FISH-
Sonde 

* * Side 
Scatter 

Anti-
körper Anti-

körper 
 

Bright-
field 

Anti-
körper 

FISH-
Sonde 

Side 
Scatter (DNA) (DNA) 

(*) für diese beiden Kanäle haben wir bis zum jetzigen Zeitpunkt keine geeigneten synthetischen Fluorophore identifizieren können. Eine Nutzung dieser 
Kanäle ist für DNAdyes zum Beispiel aus der SytoxReihe denkbar. Diese emittierten jedoch in bisherigen Vorversuchen viel zu hohe Fluoreszenzsignale, die 
die gewohnte Qualität in den anderen Kanälen negativ beeinflusste. 

 
Das folgende Beispiel zeigt repräsentative Bilder aus einer Messung von peripherem Blut mit der KMT2A-
Break-Apart Sonde (grüne und rote FISH-Signale), CD19 (grün) und CD45 (orange). Die gelben Ziffern bei den 
FISH-Sonden geben die Anzahl der Spots an, die in diesen Zellen vom hier eingestellten SpotCount Feature 
anhand einer gegebenen Bildmaske von der Software ermittelt wurden. Der Overlay in der letzten Spalte zeigt 
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sehr schön die lokale Nähe der roten und grünen FISH-Sonden, wie es in einem gesunden Blut zu erwarten 
ist. Sowohl die FISH-Signale als auch die Antikörper-Färbungen sind sehr sauber und deutlich zu erkennen. 

 
        Abbildung 2: ImageStream Aufnahmen von mononukleären Zellen aus dem peripherem Blut für die KMT2A-Break-Apart  
        Sonde (grüne und rote FISH-Signale) sowie die Antikörper CD19 (grün) und CD45 (orange). 

 
 
Erarbeitete Auswerte-Strategie zur Ermittlung des SpotCounts 
An dieser Stelle muss vorab leider betont werden, dass der Prozess bis zum korrekten SpotCount mit den 
aktuellen Möglichkeiten der Auswertsoftware ein manuell sehr aufwändiger, zeitintensiver und iterativer 
Prozess der in-silico Analyse ist, der zudem nicht ohne weiteres auf eine nächste (Replikat eines Ansatzes) 
und vor allem unbekannte Probe übertragen werden kann. 
Um in einem Kanal die Spots der einzelnen Zellen durch die Software zählen zu lassen, muss eine sogenannte 
Maske für diesen Kanal festgelegt werden, die die spezifischen, hellen FISH-Signale vom diffusen Hintergrund 
identifizieren kann. Für diesen Zweck steht zum Beispiel die Peak-Maske oder die Threshold-Maske zur 
Verfügung, in welchen der Operator (relativ subjektive) Parameter eingeben muss, so dass diese definierte 
Maske in möglichst vielen Zellen die korrekten Signale als solche identifiziert. Ist der Parameter zu niedrig, 
werden Hintergrund-Signal-Erhebung falsch als Spots identifiziert, ist der Parameter zu hoch gesetzt, werden 
echte schwächere Spots nicht erkannt (Abbildung 2). Dieser Parameter muss vom Operator vorsichtig 
ausbalanciert werden, so dass die Maske für die Gesamtheit der Zellen die Spots möglichst korrekt ermitteln 
kann (Abbildung 3-5). 
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Ratio = 5 
Viele falsch positive “Spots” 

Ratio = 10 
Weniger falsch positive 
Spots 

Ratios = 14-26 
Spots sind korrekt maskiert 

Ratio = 27 
schwacher Spot nicht 
erkannt 

    
Abbildung 3: Variabilität der Identifizierung von Spots am Beispiel der Peak-Maske auf Channel2 (KMT2A green fluorescence) mit 
Variation des Ratio-Parameters (hellblaue Markierungen sind die mit der Maske detektierten Signalpeaks im Bild): 
 
 

Bei Peak-Mask Ratio = 20 
 

• In diesem Fall würde ein Spotcount für das grüne KMT2A-Signal auf die Peak-
Maske mit der gewählten Ratio = 20 in knapp 70% der Zellen 2-Spots zählen. 
Etwa 12% der Zellen hätten bei dieser Auswertung nur einen Spot, weitere 17% 
drei und mehr Spots. 
 

• Leichte Veränderungen der Ratio führen zu leichten Verschiebungen dieses 
Spot-Count Ergebnis. Die Mehrheit wird als 2-spot-Zelle korrekt erkannt.  
 

• Da wir hier ein gesundes Material untersucht haben, sind alle Spotcounts 
abweichend von 2 Spots nicht korrekt. 
 

• Bei den 1-Spot Ergebnissen sind dies vorwiegend Zellen, in denen die Spots 
übereinander oder zu dicht nebeneinander liegen, um von der gewählten Maske 
als individuelle Spots erkannt zu werden. 

• Bei den 3-und-mehr Spot-Ergebnissen könnten FISH-Signale gesplittet oder ein 
helles Background-Signal von der gewählten Maske als Spot gezählt worden 
sein. 
 

 
Abbildung 4: Ergebnis der SpotCount Analyse mit der Peak-Mask Ratio=20 

 
1-Spot Zellen 

bei PeakMaske Ratio = 20 
2-Spot Zellen 

bei PeakMaske Ratio = 20 
3-und-mehr-Spot Zellen 

bei PeakMaske Ratio = 20 

   
Abbildung 5: Aufnahmen der Zellen mit 1-, 2- und 3- oder mehr Spots. Die 1-Spot Zellen könnten vermutlich auch 2 Spots aufweisen, die 
eher hintereinander liegen und bei 3 Spots oder mehr sehen der ≥ 3. Spot immer etwas nach Hintergrund aus.  

 
Für das rote KMT2A-Signal muss dieser Vorgang der Masken- und Parameterfindung wiederholt werden. In 
dieser Messung wurde mit einer PeakMask Ratio = 16 folgendes Ergebnis erzielt: 62% 2-Spot-Zellen, 25% 1-
Spot-Zellen und 12% 3-und-mehr-Spot Zellen gezählt. Da das rote Signal generell weniger hell ist als das 
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grüne Signal musste hier die Ratio der Maske herabgesetzt werden. 
Hinzu kommt, dass die gleichen Masken und Parameter nicht auf einen zweite Probe (unabhängiges Replikat) 
genauso angewendet werden können, da individuelle Schwankungen in der Hybridisierungseffizienz zu 
minderwertigen SpotCount-Ergebnissen mit derselben Maske führen. Das bedeutet, dass diese Einstellungen 
stets individuell angepasst werden müssen. 
Teilweise kann die Findung der besten Maske und dem/den dazugehörigen Parameter(n) durch den 
SpotCount-Wizard in der Software erleichtert werden. Hierbei tagged der Operator mindestens 25 Bilder, auf 
denen man mit dem Auge nur einen Spot erkennen kann, sowie mindestens 25 Bilder, auf denen man viele 
Spots sieht. Der Wizard ermittelt dann die beste Maske+Parameter für die Klassifikation dieser 50 Bilder und 
wendet es auf die Gesamtheit der Zellen an. Die Ergebnisse des SpotCount Wizards sind zwar schneller, 
jedoch bisher nicht besser als mit dem manuellen Herantasten an die richtige Maske. 
Vermutlich reicht eine einzelne starre Maske nicht aus, um die Heterogenität einer Zellprobe korrekt zu 
erfassen und man könnte ggf. unter extensivem manuellen Aufwand verschiedene Masken nacheinander 
schalten oder miteinander kombinieren. Dies bedeutet jedoch für die Auswertung eine enorme Abhängigkeit 
von der Erfahrung des Operators und einer gewissen Subjektivität, um die Auswertung so lange zu iterieren, 
bis eine Population gesunder Zellen in einer (unbekannten) Probe einen möglichst korrekten, erwarteten 
SpotCount liefert.  
Dies bedeutet für die gesamte Prozedur zu diesem Zeitpunkt, dass mit den aktuellen Auswertemöglichkeiten 
ein unakzeptabel hoher Anteil gesunder Zellen als aberrant detektiert wird. Auch in den Publikationen der 
Arbeitsgruppe um Erber/Fuller/Hui wurden in gesunden Proben ganz ähnliche Verteilungsmuster wie in 
unseren Experimenten beobachtet (Abbildungen aus Stanley J, Hui H, Erber W, Clynick B, Fuller K. Analysis 
of human chromosomes by imaging flow cytometry. Cytometry B Clin Cytom. 2021).  
 

Abbildung des SpotCounts einer 
Zentromerprobe für Chromosom 1 bei 
gesunden T-Zellen 
 (Figure 5e, Stanley J et al Cytometry 
B Clin Cytom. 2021) 

Die Autoren untersuchen daraufhin die SpotCount-Verteilungsmuster 
(bzw. den Average SpotCount) zwischen zwei Populationen in einer 
Probe, die sie vorher per Antikörperexpression als gesunde T-Zellen 
oder als Leukämiezellen identifiziert haben. Eine Verschiebung des 
Verteilungsmusters wird dann als Indikator für eine Aberration in den 
Leukämiezellen angesehen. 

 

 

 Abbildung 6: Darstellung der SpotCounts und SpotCount- Auswerte-Strategie der Arbeitsgruppe um Erber/Fuller/Hui (aus Stanley J, Hui 
H, Erber W, Clynick B, Fuller K. Analysis of human chromosomes by imaging flow cytometry. Cytometry B Clin Cytom. 2021)  
 
Dieses Vorgehen ist für solche Fälle möglich, in denen man eine mittels Antikörper definierte, leukämische 
Population genetisch weiter charakterisieren möchte. Leider kann dies nicht übertragen werden auf unser Ziel 
einer sensitiven MRD-Quantifizierung von ALL-Zellen mit genetischen Veränderungen und aberranter 
Oberflächenmarker-Expression.  

 
 
AP3.4 Sensitivitätstestung bis zu Niveaus von 10-4 - 10-5 und entsprechende Optimierung  
Die geplanten Sensitivitätstestungen waren nicht möglich aufgrund der Problematik zur SpotCount Auswertung.   
 
AP3.5 Finale Optimierung von ALLFISHinFlow, Testen der Einsatzbreite mit stabiler Sensitivität, 
Überprüfen der Reproduzierbarkeit 
Wurde nicht durchgeführt, das Bedingungen für stabile Sensitivitätstestung noch nicht gegeben (siehe AP3.4). 
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2. Wichtigsten Positionen des zahlenmäßigen Nachweises 

Siehe Schlussnachweis (eingereicht durch Herrn Florian Kroll, Drittmittelverwaltung der Charité). 
 

3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten 

Die für das Forschungsvorhaben aufgewandten Ressourcen waren notwendig und angemessen, wobei 
hier ein größerer Teil der Sachmittel in Personalmittel umgewidmet werden musste. Die damit geleisteten 
Arbeiten waren erforderlich, um die im Antrag definierten Ziele zu erreichen bzw. sich ihnen anzunähern. 
Die erforderliche Zeit für die Bearbeitung der Ziele war jedoch signifikant länger, als ursprünglich geplant. 
Das lieget vor allem an der deutlich höheren Zeitinvestition für die Analyse der mit dem Image Stream MK 
II X erhobenen Mess-Daten und der bei der ursprünglichen Planung nicht berücksichtigen auftretenden 
technologischen Herausforderungen in der Arbeit mit primären Proben von Patienten.   

 

4. Voraussichtliche Nutzen, insbesondere die Verwertbarkeit des Ergebnisses                                             

Von Charité Seite bestehen bisher keine alleinigen Bestrebungen, Ergebnisse der Arbeiten zu verwerten. 
Die Verwertung der im Rahmen von ALLFISHinFLOW entwickelten FISH Sonden wird vom Projektpartner 
angestrebt und ist von der ZytoVision im Abschlussbericht ausführlich beschrieben. Aktuell wird außerdem 
von Seiten der ZytoVision patentanwaltlich geprüft, ob einzelne Verfahrensschritte der gemeinsam neu 
entwickelten Flow-FISH-Technologie schutzfähig bzw. schutzwürdig sind.  
Zukünftig streben wir an, die Auswertung der Flow-FISH Daten gemeinsam mit dem Fraunhofer MEVIS 
(Bremen) zu optimieren. Dazu soll ein weiterer Antrag gestellt werden, der mit der Überführung von 
ALLFISHinFlow in die Diagnostik verknüpft werden soll. Hier ist der gemeinsame Plan, über die ZytoVision 
den BMBF Call für KMUs „Medizintechnische Lösungen in die Patientenversorgung überführen – Klinische 
Evidenz ohne Verzögerung belegen“ (Modul 2) zu nutzen.  

 
 

5. Während der Durchführung des Vorhabens dem Zuwendungsempfänger bekannt gewordenen 
Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen 

Zu Beginn (2019) und am Ende (2023/2024) des Vorhabens wurden Fortschritte in der FLOW-FISH-
Technologie von der Arbeitsgruppe um Prof. Erber / Dr. Fuller / Dr. Hui (University of Western Australia, 
Perth, Australia) veröffentlicht. Diese Arbeitsgruppe befasste sich ebenso mit der Etablierung und 
Optimierung eines FLOW-FISH-Protokolls, jedoch in ihrem Fall für die chronische lymphoblastische 
Leukämie (CLL) und das multiple Myelom, was beides häufige hämatologische Neoplasien im 
Erwachsenenalter sind. Eine weitere Publikation wurde 2023 ebenso aus dem Bereich des multiplen 
Myeloms von der Arbeitsgruppe um Prof. Junya Kuroda (University Hospital Kyoto, Prefectural University 
of Medicine, Kyoto, Japan) veröffentlicht. 

Liste der vier Originalartikel (sowie an diesen Daten anhängende Reviews/Protokollartikel), die während 
der ALLFISHinFlow-Projektzeit publiziert wurden: 

• [Originalartikel, CLL] Hui HYL, Clarke KM, Fuller KA, Stanley J, Chuah HH, Ng TF, et al. "Immuno-flowFISH" for the 
Assessment of Cytogenetic Abnormalities in Chronic Lymphocytic Leukemia. Cytometry A. 2019;95(5):521-33. 

• [Originalartikel, multiples Myelom] Hui H, Fuller KA, Eresta Jaya L, Konishi Y, Ng TF, Frodsham R, et al. IGH 
cytogenetic abnormalities can be detected in multiple myeloma by imaging flow cytometry. J Clin Pathol. 
2023;76(11):763-9.  

• [Protokoll] Hui HYL, Stanley J, Clarke K, Erber WN, Fuller KA. Multi-probe FISH Analysis of Immunophenotyped 
Chronic Lymphocytic Leukemia by Imaging Flow Cytometry. Curr Protoc. 2021;1(10): e260. 

• [Originalartikel, multiples Myelom] Tsukamoto T, Kinoshita M, Yamada K, Ito H, Yamaguchi T, Chinen Y, et al. 
Imaging flow cytometry-based multiplex FISH for three IGH translocations in multiple myeloma. J Hum Genet. 
2023;68(7):507-14. 

• [Comment auf Tsukamoto] Erber WN, Hui HYL, Mincherton TI, Harms M, Clarke S, Fuller KA. Enhanced multi-FISH 
analysis of immunophenotyped plasma cells by imaging flow cytometry. J Hum Genet. 2023;68(7):515-6. 

• [Originalartikel, Multiples Myelom] Mincherton TI, Lam SJ, Clarke SE, Hui HYL, Malherbe JAJ, Chuah HS, et al. 
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Imaging flow cytometric detection of del(17p) in bone marrow and circulating plasma cells in multiple myeloma. Int 
J Lab Hematol. 2024;46(3):495-502. 

  
 
Die Arbeitsgruppe um Prof. Erber / Dr. Fuller / Dr. Hui hat ihr publiziertes FLOW-FISH-Protokoll 
international patentieren lassen:  

 “Improvements in or relating to cell analysis” (WO/2019/079851) (PCT/AU2018/051148)  
 2020   USA (Standard) Patent US20200232019 
 2020   China (Standard) Patent CN111448324 
 2020   Europe (Standard) Patent EP2018870567 
 2018   Australia (Standard) PatentAU2018355889 

 
 

6. Veröffentlichungen der Ergebnisse 

Im Rahmen des ALLFISHinFlow Projekts gab es keine Publikationen. Es wurden zwei Bachelorarbeiten an 
der Charité – Universitätsmedizin Berlin und Technischen Universität in Berlin mit dem Titeln “Establishing 
imaging flow cytometry for detection of aberrant antigen expression and genetic alterations in relapsed 
childhood ALL“ und „Entscheidende Parameter für die gleichzeitige Anwendung von Durchflusszytometrie 
und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung zum hochsensitiven Nachweis von Leukämiezellen“ betreut.  

 


