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Referat

Fur die Therapiesteuerung von Patient*innen mit malignen Lymphomen ist eine sichere
Prognoseschatzung notig. Die derzeit in der klinischen Praxis eingesetzten
Prognosemodelle weisen jedoch zum Teil Defizite in ihrer prognostischen Gute auf.
Prognostische Marker, die veranderte tumorbiologische Prozesse widerspiegeln,
konnen maoglicherweise dazu beitragen, die Prognostizierung der betroffenen
Patient*innen zu verbessern. Ziel dieser explorativen Studie war es daher, den Einfluss
maoglicher prognostischer Faktoren mit tumorbiologischem Hintergrund auf das
Therapieansprechen und die Uberlebensparameter von Lymphompatient*innen zu
untersuchen. Zu diesem Zweck wurden patienten-, krankheits- und therapiespezifische
Daten von Lymphompatient*innen, die am Universitatsklinikum Halle (Saale) behandelt
wurden, retrospektiv erhoben und deskriptiv ausgewertet. Zusatzlich wurde die
Assoziation potenzieller prognostischer Variablen mit dem Therapieansprechen und
Uberlebensparametern in univariaten und multivariaten Modellen untersucht. Die
konkordante Knochenmarkinfiltration ist als mogliches Surrogat fir eine veranderte
Tumorbiologie ein unglnstiger prognostischer Marker fir Patient*innen mit diffusem
grofRzelligen B-Zell-Lymphom (DLBCL) unter anthrazyklinhaltiger Erstlinientherapie. In
der vorliegenden Analyse war die konkordante Knochenmarkinfiltration auch ein
unabhéangiger negativer Prognosefaktor fir das progressionsfreie und Gesamttiberleben
von Patient*innen mit refraktarem oder rezidiviertem DLBCL und transformiertem
indolentem Lymphom, die fur eine Stammzelltransplantation vorgesehen waren.
Ribonukleinséure- (RNA) bindende Proteine wie das RNA binding motif protein X-linked
(RBMX) regulieren den RNA-Metabolismus und sind bei Tumorerkrankungen haufig
verandert. In einer zweiten Analyse wurde die RBMX-Expression in verschiedenen
Subtypen von T-NHL und deren Assoziation mit Therapieansprechen und
Uberlebensparametern untersucht. Eine erhohte RBMX-Expression war mit einem
reduzierten Ansprechen auf eine anthrazyklinhaltige Primartherapie sowie einem
kurzeren progressionsfreien und Gesamtiiberleben von Patient*innen mit T-NHL
assoziiert. Die Integration dieser Prognosemarker in bestehende Prognosemodelle
kbnnte dazu beitragen, die Risikostratifizierung und Prognoseabschatzung von

Patient*innen mit malignen Lymphomen zu verbessern.
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1. Einleitung und Zielstellung

Maligne B- und T-Zell-Lymphome sind Neoplasien des lymphatischen Gewebes, die sich
durch eine hohe biologische Heterogenitdt und damit eine vielgestaltige klinische
Prasentation auszeichnen. Das klinische Spektrum der malignen Lymphome reicht von
mehrjahrig asymptomatischen bis zu aggressiven Verlaufen. Eine sichere
Prognoseschéatzung ermdglicht eine verbesserte Therapiesteuerung und Aufklarung von
Patient*innen mit malignen Lymphomen. So besteht bei Risiko fur einen ungunstigen
Verlauf unter Standardtherapie die Mdoglichkeit zur Intensivierung der
lymphomgerichteten Therapie und der Tumornachsorge. Hingegen kann bei erwartbar
guinstigem Verlauf eine Deeskalation der Therapie erwogen und damit méglicherweise
therapieassoziierte Toxizitat eingespart werden [1]. Fiur die Prognosepradiktion konnen
vor Therapieeinleitung prognostische Biomarker erhoben werden, um die
Wahrscheinlichkeit fur das Auftreten von Krankheitsrezidiven/ -progression oder des
Todes bei Lymphompatient*innen vorherzusagen [2,3]. Diese Variablen umfassen in der
aktuellen klinischen Praxis neben patientenbezogenen Markern wie Alter und
Perfomance Status auch krankheitsbezogene Biomarker, die auf anatomischen,
laborklinischen oder histopathologischen Faktoren beruhen [4]. Mit fortschreitendem
Verstandnis fur die molekularen und zellbiologischen Grundlagen von malignen
Lymphomen werden vermehrt mit tumorbiologischen Eigenschaften verbundene Marker
identifiziert und hinsichtlich ihrer prognostischen Bedeutung untersucht. Die Integration
verschiedener prognostischer Variablen in Scores oder Modelle fihrt zu einer
Verbesserung der Prognosevorhersagung fir maligne Lymphome [5,6]. Allerdings ist die
prognostische Gite, also die Fahigkeit die Prognose der Patient*innen korrekt
vorherzusagen, auch solcher Modelle limitiert [7—10]. Die prognostische Giite kann
mithilfe der Konkordanz-Statistik (c-Statistik) gemessen werden. Diese reicht von 0,5
(zuféllige Konkordanz) bis 1 (perfekte Konkordanz) [3]. Um die Vorhersagegite
prognostischer Modelle bei malignen Lymphomen weiter zu verbessern, zielt eine
Vielzahl von Analysen darauf mit tumorbiologischen Eigenschaften verbundene Marker
in diesen Krankheitsbildern zu identifizieren und sie in bestehende oder neue

prognostische Modelle zu integrieren [11-13].

Die Gruppe der reifzelligen grof3zelligen B-Zell-Lymphome umfasst die haufigsten
Lymphomentitaten des Erwachsenen [14]. lhre Inzidenz betragt unter Bericksichtigung
regionaler Unterschiede ca. 4-7 Falle pro 100.000 Einwohner, wobei Manner haufiger
von der Erkrankung betroffen sind als Frauen [15-17]. Das mittlere Erkrankungsalter
betragt 66 Jahre [17], jedoch kdnnen auch weitaus jungere Frauen und Manner
erkranken. Die reifzelligen grof3zelligen B-Zell-Lymphome werden innerhalb der

aktuellen ,World Health Organisation (WHO) Klassifikation der hamatolymphoiden
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Tumoren in ihrer 5. Auflage von 2022 (WHO-HAEMDb) in 18 Subtypen unterteilt [18].
Dabei stellt die Gruppe der diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphome, nicht weiter
spezifiziert (DLBCL, NOS) die haufigste Entitdt dar. Sie ist definiert durch die
Morphologie mit mittelgro3en bis grof3en Zellen mit runden bis ovalen Kernen und
vesikularem Chromatin oder blastoiden Zellen, ihren reifen B-Zell-Phanotyp und das
Fehlen von Kriterien zur Definition spezifischer grof3zelliger B-Zell-Lymphom-Entitaten.
Die unter DLBCL, NOS zusammengefassten Lymphome sind morphologisch und
molekularbiologisch heterogen. So kann histomorphologisch zwischen anaplastischen,
immunoblastischen und zentroblastischen DLBCL unterschieden werden [18].
Unterschiede in der Genexpression erlauben zudem eine Unterteilung der DLBCL nach
dem zellularen Ursprung (,cell of origin‘) in ,activated B-cell-like‘ und ,germinal center B-
cell-like* (GCB) DLBCL [19,20]. Stellvertretend fir die in der klinischen Routine nicht
standardmaRig etablierte Untersuchung der Genexpression kénnen
immunhistochemische Expressionsprofile zur Unterscheidung von GCB- und Non-GCB-
DLBCL herangezogen werden [21]. Ferner erlauben Genexpressionsanalysen mit
Sequenzierungsmethoden der nachsten Generation (,next generation sequencing’
(NGS)) die Differenzierung in weitere DLBCL-Subtypen [22,23]. Neben den DLBCL,
NOS fuihrt die WHO-HAEMS spezifische reifzellige grof3zellige B-Zell-Lymphome auf, die
Uber sie jeweils definierende Kriterien voneinander abgegrenzt werden. Diese
definierenden Kriterien umfassen dabei klinische Parameter wie die Lokalisationen (u.a.
primar kutane grof3zellige B-Zell-Lymphome der unteren Extremitat (leg type’),
histologische Aspekte (u.a. T-Zell-/ Histiozytenreiche groR3zellige B-Zell-Lymphome),
den Immunphéanotyp (Anaplastische Lymphomkinase- (ALK) positive grof3zellige B-Zell-
Lymphome), genetische Alterationen (u.a. grof3zellige B-Zell-Lymphome mit 11g-
Aberration) und die Assoziation mit infektiosen Erregern (u.a. Epstein-Barr-Virus-
positive gro3zellige B-Zell-Lymphome). Die Untergruppe der priméren grof3zelligen B-
Zell-Lymphome der immunprivilegierten Lokalisationen schliel3t das primare diffuse
gro3zellige B-Zell-Lymphom des zentralen Nervensystems sowie das primare
grof3zellige B-Zell-Lymphom des Hodens und das primare vitreoretinale grofRzellige B-
Zell-Lymphom ein. Transformierte indolente Lymphome (TRIL) bezeichnen grol3zellige
B-Zell-Lymphome, die sekundédr aus indolenten Lymphomen wie bspw.
Marginalzonenlymphomen oder follikularen Lymphomen hervorgehen [18]. Da sich all
diese klinisch aggressiv/ hochmaligne verlaufenden B-Zell-Lymphome in ihrer Therapie
nicht wesentlich unterscheiden [4], werden sie im Folgenden unter dem Begriff DLBCL
zusammengefasst. Die Basis der Erstlinientherapie des DLBCL bildet bei geeigneten
Patient*innen eine anthrazyklinhaltige Polychemotherapie nach dem CHOP-Schema

(Cyclophosphamid, Hydroxydaunorubicin, Vincristin, Prednisolon) kombiniert mit dem
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monoklonalen anti- Cluster of Differentiation (CD) 20 Antikdrper Rituximab (R) [24-28].
Hierunter werden Heilungsraten bis zu 70% erzielt [25,29-31]. Der Austausch von
Vincristin - durch das Antikorper-Chemotherapie-Konjugat Polatuzumab-Vedotin
verbessert das progressionsfreie  Uberleben (PFS) von Patient*innen mit
Internationalem Prognoseindex (IPI) 22 um absolut 6,5% [32] und wird als Beispiel fur
eine abhangig vom Vorhandensein eines unglnstigen prognostischen Faktors
eingesetzte Therapie fur diese Patienttinnen seit 2022 eingesetzt. Die
Prognoseabschatzung der Patient*innen mit erstdiagnostiziertem DLBCL erfolgt
mafgeblich anhand klinischer Parameter. Hierfir ist das Risikomodell des IPI etabliert,
der die prognostisch ungunstigen Faktoren Alter >60 Jahre, erhohte
Laktatdehydrogenase (LDH), Eastern Cooperative Oncology Group Performance Status
(ECOG-PS) 3-4, Ann-Arbor- (AA) Stadium 2IIl und mehr als einen extranodalen Befall
zusammenfasst und eine Einteilung der Patient*innen in vier Prognhosegruppen
ermdglicht [6]. Je nach Prognosegruppe reichen die 5-Jahresraten des
Gesamtiiberlebens (OS) unter R-haltigen Immunchemotherapien von 43%—84% [5]. Der
altersadjustierter IPI (aalPl) steht fir die Prognoseschatzung fir Patient*innen unter 60
Jahren zur Verfugung [33]. Der Knochenmark- (KM) Befall des DLBCL geht als
extranodaler Befall und tber das AA-Stadium IV in die genannten prognostischen
Scores ein, ist jedoch auch einzeln betrachtet als prognostisch ungtinstiger Faktor unter
Erstlinientherapie anzusehen [34—-36]. Dabei konnte gezeigt werden, dass der Nachweis
mittelgro3- bis grof3zelliger Lymphominfiltrate (konkordanter KM-Befall) mit einem
schlechteren Uberleben nach Erstlinientherapie verbunden ist, wohingegen der
Nachweis kleinzelliger Lymphominfiltrate im KM (diskordanter KM-Befall) diesbeztiglich
nicht prognostisch relevant ist [34—36]. Neben den genannten klinischen Parametern
zeigten Genexpressionsprofile, MYC-Protoonkogen (MYC) und B-Zell-Lymphom 2-
(BCL-2) Translokationsstatus (,double hit*), myc- und bcl2-Expressionsstatus der DLBCL
sowie ihre Einteilung nach dem immunhistochemischen Algorithmus von Hans et al. [21]
ebenfalls prognostische Relevanz [22,23,37—-40]. Jedoch ist ihre Bedeutung fur die
Krankenversorgung aktuell unklar [4]. Eine alterierte Expression des ,Cellular Tumor
Antigen p53‘ (p53) scheint in DLBCL mit einer erhéhten Tumorlast, aber nicht mit einem

kirzerem PFS oder OS assoziiert zu sein [41,42].

Nur sehr wenige Patient*innen mit auf die Erstlinientherapie refraktarem oder

rezidiviertem (r/r) DLBCL erreichen eine langfristige Remission bzw. Kuration ohne

zellbasierte Therapie [43]. FlUr ausreichend fitte Patient*innen mit r/rDLBCL ermdglicht

die Hochdosis-Chemotherapie (HDCT) mit autologer Stammzelltransplantation (SZT)

nach induktiver Immunchemotherapie hingegen Langzeitliberlebensraten von >50%

[9,44]. Allerdings kdnnen bis zu 50% der initial transplantationsgeeigneten Patient*innen
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aufgrund von Nichtansprechen auf die induktive Rezidivtherapie, therapielimitierender
Toxizitat oder Stammzellaphereseversagen nicht der angestrebten HDCT mit autologer
SZT zugefiuhrt werden [9]. Dazu kommt, dass das DLBCL bei 40-50% der Patient*innen
innerhalb von vier Jahren nach autologer SZT rezidiviert [9,45,46] und dann eine sehr
schlechte  Prognose aufweist [47-49]. Als prognostisch ungunstig  fur
transplantationsgeeignete Patient*innen mit r/rDLBCL erwies sich, wenn die Erkrankung
sich auf die Erstlinientherapie refraktar zeigt oder innerhalb von 12 Monaten nach
Abschluss dieser rezidiviert [8,9,48]. Gisselbrecht et al. [9] berichten von einem
verschlechterten 3-Jahres-OS von 39% in dieser Subgruppe gegeniber 64% in der
Subgruppe  der  spatrezidivierten  r/rDLBCL. Mittlerweile  ist  far  die
transplantationsgeeignete Patient*innengruppe mit primar refraktdrem oder innerhalb
von 12 Monaten nach abgeschlossener Erstlinientherapie rezidiviertem DLBCL die
Chimeric-Antigen-Receptor- (CAR) T-Zelltherapie als neuer Therapiestandard etabliert
[50,51]. Die allogene SZT stellt hingegen eine therapeutische Alternative fur dieses
Patient*innenkollektiv zum Beispiel im Fall eines Stammzellapheresversagens dar. Das
mittlere 1-Jahres-OS nach dieser Zelltherapie betréagt bis zu 52% [52]. |hr Einsatz ist
jedoch in Anbetracht der hohen therapieassoziierten Mortalitdt und dem Vorhandensein
alternativer, weniger toxischer  Therapieoptionen eingeschrénkt [4]. Die
Eignungsprufung der Patient*innen fir eine autologe oder allogene SZT erfolgt zumeist
nach lokalen Richtlinien [53]. Dabei stellen neben therapielimitierenden Komorbiditaten,
die mit Hilfe des Stammzelltransplantations-Komorbiditatenindex evaluiert werden
konnen, ein Patient*innenalter tUber 65—-75 Jahre und eine unzureichende soziale
Versorgung der Patient*innen nach SZT relative Ausschlusskriterien fur die SZT dar [54—
56]. Fur Patient*innen mit r/rDLBCL, die sich nicht fir eine Zelltherapie eignen, stehen
mittlerweile mit Tafasitamab/ Lenalidomid, Polatuzumab-Vedotin/ Rituximab/
Bendamustin sowie bispezifischen Antikdrpern wie Glofitamab wirksame und
vertragliche Therapieoptionen zur Verfigung [4]. Ob durch diese Therapien in einem Tell
der Patient*innen eine langfristige Erkrankungskontrolle erreicht werden kann, ist noch
nicht ausreichend untersucht. Fir die Prognostizierung im Rezidiv werden weiterhin
malfdgeblich klinische Faktoren genutzt. Hierfur sind die in der Erstlinientherapie des
DLBCL etablierten prognostischen Modelle IPI und der sekundare aalPl (saalPl)
anwendbar [9,33,48,57]. Das Prognosemodell des R/R IPI berticksichtigt den Faktor der
Zeit von der Diagnose bis zum Progress des DLBCL [8]. Allerdings ist die prognostische
Vorhersagegite der vorhandenen Prognosemodelle limitiert. So sprechen r/rDLBCL-
Patient*innen mit saalPl >1 (Hochrisiko) in 32% langfristig auf eine autologe SZT an,
wohingegen 38% der Patient*innen mit saalPl von 0-1 (niedrig-intermediares Risiko)

innerhalb von drei Jahren versterben [9]. Der Identifikation neuer, mit tumorbiologischen
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Prozessen assoziierter, prognostischer Parameter und deren Kombination mit
etablierten prognostischen Markern kommt daher eine wichtige Rolle zur Optimierung
der Therapiestrategie fur r/rDLBCL zu. Bei transplantationsgeeigneten Patient*innen mit
r/rDLBCL findet sich in 5-22% ein KM-Befall des Lymphoms [9,45,58,59]. Bei r/rTRIL-
Patient*innen wurde Uber eine KM-Beteiligung von bis zu 40% berichtet [60]. Wé&hrend
das KM meist konkordant durch ein grof3zelliges Lymphom befallen ist, weist ein Teil der
Patient*innen einen diskordanten KM-Befall durch ein kleinzelliges Lymphom auf. Ein
solcher diskordanter KM-Befall kann eine klonale Verwandtschaft zu einer andernorts
diagnostizierten Lymphommanifestation aufweisen, aber auch eine klonal distinkte und
nicht verwandte B-Zell-Neoplasie darstellen [61,62]. Genexpressionsprofile von DLBCL-
Proben mit konkordantem KM-Befall zeigen gegenlber DLBCL ohne KM-Befall eine
Uberexpression von Genen auf, deren Produkte an der zellularen Adhésion, der
Reorganisation des Zytoskeletts sowie der Immunregulation beteiligt sind [11]. Eine
dadurch modulierte Stroma-Tumorzell-Interaktion innerhalb der KM-Nische fuhrt
mdglicherweise zu einer Medikamentenresistenz und Prognoseeinschrankung [63—-65].
Fur Patient*innen mit r/rDLBCL ist der prognostische Einfluss des KM-Befalls weithin
unklar, da entsprechende Patient*innenkollektive in klinischen Studien klein sind und
Unterschiede in den Studiendesigns deren Vergleichbarkeit erschweren [9,45,58-60].
Dies unterstreicht die Notwendigkeit, den Einfluss des konkordanten und diskordanten
KM-Befalls auf das PFS und OS von transplantationsgeeigneten Patient*innen mit
r/rDLBCL und r/rTRIL zu analysieren.

T- Zell-Lymphome (T-NHL) bezeichnen eine heterogene Gruppe von reifzelligen T-Zell-
und NK-Zell-Neoplasien und sind bei einer Inzidenz von etwa 1 pro 100.000 Menschen
pro Jahr in Europa und Nordamerika insgesamt selten [53]. Sie machen dabei ca. 10%
aller neu diagnostizierten malignen Lymphome aus und treten wie bei den Lymphomen
mit B-Zell-Differenzierung haufiger bei Mannern auf [66]. Die
Erkrankungswahrscheinlichkeit steigt mit zunehmendem Alter [67,68]. Sowohl in der
WHO-HAEM5 als auch in der parallel entwickelten ,International Consensus
Classification of Mature Lymphoid Neoplasms*‘ werden den reifzelligen T-Zell- und NK-
Zell-Neoplasien Utber 30 einzelne Entitdten zugeschrieben [18,69]. Obwohl die meisten
reifzelligen T- oder NK-Zell-Neoplasien der jeweiligen T- oder NK-Zell-Linie zugeordnet
werden kdnnen, trennt die WHO-HAEMS sie nicht in zwei Kategorien, da einige Entitaten
ein Spektrum von Tumoren mit NK-, T-, hybridem oder unbestimmtem Ph&notyp
umfassen [18]. Stattdessen werden sie dynamisch u.a. nach klinischem Szenario,
Lymphomlokalisation, Zytomorphologie und Differenzierungsstatus geordnet [18]. In
Hinblick auf klinische Aspekte und auf die Lymphomlokalisation lassen sich primar
nodale, primar leukamische, priméar kutane und primar extranodale (nicht kutane) T-NHL
5



unterscheiden [70]. Zytomorphologisch und immunhistochemisch grenzt die WHO-
HAEMS die Gruppe der anaplastischen grof3zelligen Lymphome (ALCL) ab, die durch
pleomorphe Tumorzellen mit einheitlich starker Expression von CD30 und hé&ufig
defekter Expression von T-Zell-Linienmarkern gekennzeichnet sind [18]. Sie umfasst die
ALCL mit und ohne ALK-Translokation und die Brustimplantat-assoziierten ALCL. Auf
Grundlage immunphanotypischer Uberschneidungen sowie ahnlicher
Genexpressionssignaturen und Mutationsprofile werden hingegen Teile der peripheren
T-Zell-Lymphome (PTCL), NOS, das angioimmunoblastische T-Zell-Lymphom (AITL)
und die follikularen T-Zell-Lymphome in der Gruppe der T-follikularen Helferzell-
Lymphome zusammengefasst [18]. Am haufigsten werden in Europa das PTCL, NOS,
das AITL und das ALK+/ ALK- ALCL diagnostiziert [67]. T-NHL weisen gegenlber
anderen malignen Lymphomen eine ungunstige Prognose auf [67]. Das 5-Jahres OS
liegt unter Standardtherapie nhach dem CHOP-Schema Uber alle Entitaten der T-NHL
hinweg lediglich bei ca. 30% [67]. 2/3 der Erkrankungen sind wiederum primér refraktar
auf diese Therapie oder rezidivieren [67,71]. Abhangig vom histologischen Subtyp
zeigen sich jedoch Unterschiede im Uberleben. So betragt das 5-Jahres OS unter
Chemotherapie analog dem CHOP-Schema fiir primar kutane ALCL 78-90%, fur ALK-
positive ALCL 58-70%, fur ALK-negative ALCL 34—-49%, fur PTCL, NOS und AITL 32—
36% und fur Enteropathie-assoziierte T-NHL 20-22% [67,72]. Die Intensivierung der
CHOP-Chemotherapie durch Hinzunahme von Etoposid (CHOEP) scheint die Prognose
zu verbessen [73-75] und kann daher bei Patient*innen unter 60 Jahren erwogen
werden [53]. Fur geeignete Patient*innen, die mit einer Komplettremission (CR) oder
einer guten Partialremission (PR) hinreichend auf die primare Induktionstherapie
ansprechen, wird eine HDCT gefolgt von einer autologen SZT empfohlen. Eine Phase-
[I-Studie [76] und klinische Registerdaten [74,75] legen nahe, dass diese
konsolidierende Therapie das OS nach Therapie mit sechs Zyklen CHOEP aller 14 Tage
auf etwa 50% nach funf Jahren verbessern kann. Ein aktuell ungeléstes Problem ist
jedoch, dass in prospektiven Studien 20—30% der Patient*innen unter Induktionstherapie
keine ausreichende Remission erreicht haben und somit der autologen SZT nicht
zugefuhrt werden konnten [76,77]. Die Durchfiihrung einer konsolidierenden allogenen
SZT in der Erstlinientherapie fuhrt gegenuber der autologen SZT zu keiner
Verbesserung des OS, was sich auf die hohere therapieassoziierte Mortalitét dieses
Verfahren zuriickfiihren lasst [78]. Mit zunehmendem Verstandnis fur ihre heterogene
Biologie diversifiziert sich die Therapie der T-NHL. So hat sich in Europa fur die obligat
CD30 exprimierenden ALCL der Austausch von Vincristin durch das Antikorper-
Wirkstoff-Konjugat Brentuximab-Vedotin (BV) im CHOP-Regime (BV-CHP) als

therapeutischer Standard fur die Erstlinientherapie etabliert [53]. Bei Patient*innen mit
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ALK-positivem ALCL und IPI <2 kann nach Induktionstherapie mit BV-CHP aufgrund
ihrer guten Prognose von einer konsolidierenden autologen SZT abgesehen werden. Die
Therapie der extranodalen NK-/ T-Zell-Lymphome vom nasalen Typ (ENKTL)
unterscheidet sich hingegen aufgrund ihrer schlechten Prognose unter
anthrazyklinhaltiger Chemotherapie [67,72,79]. Wa&hrend lokalisierte Stadien des
ENKTL in der Erstlinientherapie radio- oder radiochemotherapiert werden sollten, wird
fur Patient*innen in fortgeschrittenen Stadien eine intensive anthrazyklinfreie
Induktionstherapie mit nachfolgend konsolidierender autologen SZT empfohlen [53].
Patient*innen mit Ruckfall eines T-NHL nach Erstlinientherapie oder primar auf
Chemotherapie refraktarem Verlauf haben ohne Transplantationskonzept mit einem
medianen OS von 5,5 Monaten eine unglinstige Prognose [80]. Bei entsprechender
Eignung kdnnen sie jedoch einer allogenen SZT zugefihrt werden, mit welcher
Langzeitremissionsraten von bis zu 50% erzielt werden [78,81,82]. Voraussetzung fir
den Therapieerfolg ist allerdings das Erreichen einer ausreichend guten Remission vor
SZT. Hierflr eignen sich platinhaltige Chemotherapieregime [83]. Fir Patient*innen, die
nicht fir eine SZT in Frage kommen, ist die Prognose im Rezidiv desolat [80,84]. Die
Entwicklung neuartiger Wirkstoffe wie Dihydrofolat-Reduktase-Inhibitoren [85], Histon-
Deacetylase-Inhibitoren [86], Phosphatidylinositol-3-Kinase Inhibitoren [87], Checkpoint-
Inhibitoren [88], hypomethylierenden Agentien [89] und Inhibitoren der Enhancer of
Zeste Homolog 1 und 2 [90] ful3t auf einem wachsenden Verstandnis fur die molekularen
und zellbiologischen Grundlagen der T-NHL. Diese ,zielgerichteten® Therapeutika
werden intensiv auch fur chemotherapierefraktare Patient*innen in klinischen Studien
untersucht, sind allerdings mit Ausnahme von BV nicht in Europa zugelassen. In der
Therapie relevant ist zum einen, Patient*innen mit einer ungiinstigen Prognose unter
Chemotherapie zu identifizieren, um ihnen friihzeitig andere Therapieoptionen zu
ermdglichen. Dies beinhaltet intensivere und potentiell kurative Therapien wie die SZT
oder bei Nichteignung den Zugang zu zumeist weniger toxischen ’zielgerichteten’
Therapeutika zum Beispiel im Rahmen Klinischer Studien [91]. Neben der Identifikation
chemotherapierefraktarer Verlaufe sollten andererseits auch diejenigen Patient*innen
selektiert werden, die mit konventioneller Chemotherapie eine Aussicht auf eine
langfristige  Remission haben [92-94]. Fir die Risikostratifizierung und
Prognoseschatzung der T-NHL-Patient*innen findet ebenfalls der in klinisch
hochmalignen Lymphomen getestete IPl [6] eine hé&ufige Anwendung. T-NHL-
spezifische Modifikationen des IPI stellen der Prognoseindex fur T-NHL (PIT), der Score
des ,International Peripheral T-cell Lymphoma Project’ (IPTCLP) und der modifizierte
Prognoseindex fur T-NHL (mPIT) dar, die die Faktoren Alter, ECOG-PS, LDH,

erniedrigter Thrombozytenwert, KM-Befall und die Ki-67 basierte
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Lymphomproliferationsrate in unterschiedlichen Konstellationen einbeziehen (Abbildung
1) [13,53,74]. Diese Risikoscores stratifizieren Patient*innen in Niedrig- und
Hochrisikogruppen mit einem 5-Jahres-OS zwischen 0% bis zu 75% [13]. Allerdings ist
die Diskriminierungsfahigkeit der Modelle eingeschrénkt (c-Statistik fur den Endpunkt
OS in PTCL, NOS des IPI: 0,664 und des PIT: 0,66; c-Statistik fur den Endpunkt OS in
AITL des IPI: 0,601 und des PIT: 0,591) [10]. Es ist zu vermuten, dass
Weiterentwicklungen der Prognosemodelle zukinftig mit der Tumorbiologie eng
assoziierte Marker wie z.B. genomische oder zellbiologische Alterationen zur
Risikostratifizierung und Prognoseschéatzung einbeziehen [91]. So hat sich auf
molekularer Ebene der Nachweis einer ALK-Translokation in ALCL als ein prognostisch
gunstiger Faktor erwiesen, der Eingang in die Therapiesteuerung dieser Entitat
gefunden hat [53,67]. In PTCL, NOS konnten mit PTCL-GATA3 und PTCL-TBX21
genetisch definierte Subgruppen identifiziert werden, die mit einer unterschiedlichen

Prognose assoziiert sind [95].

IPI2 PITP IPTCLP® mPITd
Alter >60 Jahre X X X X
ECOG-PS >1 X X X X
LDH erhéht X X X
Ann Arbor >lI X
extranodaler Befall >1 X
KM-Befall X
Thrombozyten <150 Gpt/l X
Ki-67 >75% X

Definition der Risikogruppen:

2 vier Risikogruppen, 0-1: niedrig, 2: niedrig-intermediar, 3: hoch-intermediar, 4-5: hoch
b vier Risikogruppen, 0: niedrig, 1: niedrig-intermediér, 2: hoch-intermediar, 3—4: hoch

¢ vier Risikogruppen, 0: niedrig, 1: niedrig-intermediar, 2: hoch-intermediar, 3: hoch

d drei Risikogruppen, 0-1: niedrig, 2: intermediar, 3—4: hoch

Abbildung 1: prognostische Scores flr T-NHL nach [13]; Abkirzungen: IPI: Internationaler
Prognoseindex, PIT: Prognoseindex fir T-NHL, IPTCLP: International peripheral T-cell
lymphoma Project, mPIT: modifizierter Prognoseindex fur T-NHL, ECOG-PS: Eastern
Cooperative Oncology Group Performance Status, LDH: Laktatdehydrogenase, KM:
Knochenmark

Ribonukleinsdure- (RNA) bindende Proteine (RBP) kénnen den RNA-Metabolismus
einschliel3lich des Splicings, nukleozytoplasmatischen Transports, der Translation und
Stabilisierung der Messenger-RNA (mRNA) beeinflussen, indem sie an untranslatierte
Regionen von dieser binden [96]. Sie spielen somit eine wichtige Rolle in der

posttranskriptionalen Regulation der mRNA und beeinflussen dadurch mal3geblich die
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Genexpression und Funktion der Zelle. Eine abweichende Expression und dysregulierte
Funktion von RBP wird hingegen mit der Entstehung und Entwicklung von
Tumorerkrankungen einschlief3lich maligner hamatologischer Neoplasien in Verbindung
gebracht [97,98]. Dass eine veradnderte Expression von RBP auch mit der Prognose
maligner hdmatologischer Neoplasien assoziiert sein kann, veranschaulicht ein auf RBP-
Gensignaturen basierendes Normogramm, das unter Einschluss bekannter klinischer
Risikofaktoren eine verbesserte Prognoseschatzung von DLBCL-Patient*innen
ermdglicht [12]. Das zellkernstandige RNA binding motif protein X-linked (RBMX) [99]
gehort zur Familie der heterogenen Ribonukleoproteine, die eine groRe Gruppe von
Chromatin-assoziierten RBPs bilden. RBMX ist eine Komponente von
Supraspliceosomenkomplexen und damit konzentrationsabhangig in die Regulation des
alternativen Splicings der pra-mRNA eingebunden [100,101]. Dariber hinaus spielt es
eine Rolle in der Regulation der Kohasion der Schwesterchromatide im Rahmen der
Zellteilung [102] und bei der Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitat [103].
Vorangegangene Analysen weisen darauf hin, dass RBMX die Tumorprogression
sowohl fordern als auch hemmen kann [104-106], wobei diese duale Wirkung
mechanistisch mit den verschiedenen Tumoreigenschaften und dem Ort der
Genexpression zusammenhéangen konnte [96]. Daten zur tumoralen RBMX-Expression
[99] und zum Uberleben von Patient*innen mit verschiedenen Krebserkrankungen in
Abhangigkeit von der RBMX-Expression sind heterogen [104,105,107] und in T-NHL
nach derzeitigem Kenntnisstand bisher nicht beschrieben. Allerdings deuten
unpublizierte Daten in einer Kohorte von 33 erstdiagnostizierten T-NHL vom Subtyp der
monomorphen epitheliotropen intestinalen T-Zell-Lymphomen auf RBMX-Mutationen mit
unklarer funktioneller Auswirkung in einer Frequenz von ca. 26% (personliche
Kommunikation mit PD Dr. med. Thomas Weber, Universitatsmedizin Halle). Insgesamt
legen diese Daten eine Untersuchung der RBMX-Expression und ihrer Assoziation mit
anderen Klinisch-pathologischen Faktoren sowie Daten zum Therapieansprechen und

Uberleben von T-NHL-Patient*innen unter Erstlinientherapie nahe.

Ziel der vorliegenden kumulativen Arbeit ist es, die Relevanz von mit tumorbiologischen
Prozessen assoziierten Markern fur die Abschatzung der Prognose von malignen
Lymphomen zu untersuchen. Die Bedeutung des KM-Befalls fur die
Prognosevorhersage soll in r/rDLBCL und r/rTRIL untersucht werden. Darlber hinaus
soll die RBMX-Expression in verschiedenen T-NHL-Subtypen erfasst und ihr Einfluss
auf das Chemotherapieansprechen und Uberlebensparameter analysiert werden.
Hierflr soll zum einen der KM-Befall an einer Kohorte von an r/rDLBCL und r/rTRIL
erkrankten Patient*innen erfasst werden. Zum anderen soll an einer Kohorte von an T-
NHL erkrankten Patient*innen die immunhistochemisch gemessene RBMX-Expression
9



erhoben werden. Daneben sollen jeweils patienten-, lymphom- und therapiespezifische
Variablen erfasst und mit dem KM-Befall in r/fDLBCL und r/rTRIL sowie der RBMX-
Expression in T-NHL assoziiert werden. Der Einfluss des konkordanten und
diskordanten KM-Befalls bzw. der RBMX-Expression auf das PFS und OS der jeweiligen
Patient*innen soll unter Verwendung von uni- und multivariaten Uberlebenszeitanalysen

untersucht werden.
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2. Diskussion

In einer retrospektiven, monozentrischen Analyse von unselektierten Patient*innen mit
r/r/DLBCL und r/fTRIL, die zwischen November 1998 und Marz 2019 am
Universitatsklinikum Halle (Saale) behandelt wurden und fir eine autologe SZT im
Rahmen der Rezidivtherapie vorgesehen waren, wurden klinische Daten in einer hierfir
erstellten Datenbank erfasst. KM-Biopsien der Patient*innen wurden histologisch und
immunhistochemisch  bezlglich des Vorliegens eines zum diagnostizierten
hochmalignen Lymphom konkordanten oder diskordanten KM-Befalls im Institut fir
Pathologie, Halle (Saale) durch Herrn Dr. med. Marcus Bauer und Frau Prof. Dr. med.
Claudia Wickenhauser begutachtet. Bei unklaren Fallen wurden
durchflusszytometrische und/ oder NGS-basierte B-Zell-Rezeptorklonalitatsanalysen
eingesetzt, um einen alterierten Immunphanotyp bzw. eine klonale B-Zell-Population zu
bestatigen. Verflgbare Lymphomproben wurden auf p53-Alterationen und nach dem
Algorithmus von Hans et al. [21] immunhistochemisch auf den GCB/ Non-GCB-Status
untersucht. Die Studie wurde gemaR der Deklaration von Helsinki durchgeftihrt und von
der Ethikkommission der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg genehmigt (#2019-
072). Es wurde die Anzahl der Patient*innen mit nachweisbarem konkordanten und
diskordanten KM-Befall erfasst. Nachfolgend wurden die Assoziationen des KM-Befalls
(konkordant, diskordant und gesamt) mit bekannten Prognosemarkern und mit den
Uberlebenszeitparametern PFS und OS sowohl fiir die gesamte Kohorte, fur die eine
SZT vorgesehen war, als auch in einer Jlandmark‘-Analyse fir die Subgruppe der
tatséachlich transplantierten Patient*innen untersucht. Einen KM-Befall wiesen insgesamt
25 der eingeschlossenen 82 Patient*innen (31,5%) zu einem beliebigen Zeitpunkt vor
Beginn der Induktionstherapie auf. Davon hatten 6 Patient*innen (7,3%) einen
diskordanten und 19 Patient*innen (23,2%) einen konkordanten KM-Befall. Der
konkordante KM-Befall zeigte eine Assoziation mit dem Non-GCB-Phanotyp nach Hans,
jedoch keine relevante Assoziation in Bezug auf andere Prognosefaktoren wie Alter,
saalPl, Bulk 27,5 cm, sekundare ZNS-Beteiligung, Dauer der ersten kompletten
Remission und vorherige R-Behandlung. Das Erreichen einer CR oder PR gemaf
Lugano-Kriterien [108] nach Induktionstherapie war ebenfalls nicht mit einem KM-Befall
assoziiert. Der Nachweis eines KM-Befalls war sowohl in der Gesamtkohorte als auch
in der Subgruppe der transplantierten Patient*innen mit einem kirzeren OS assoziiert.
Bei getrennter Betrachtung von konkordantem und diskordantem KM-Befall zeigte sich,
dass der konkordante, jedoch nicht der diskordante KM-Befall sowohl in der
Gesamtkohorte als auch in der Gruppe der transplantierten Patient*innen mit einem
kirzeren PFS und OS assoziiert war. Dass der konkordante KM-Befall auch in der

Subgruppe der Patient*innen mit extensiver Erkrankung (AA-Stadium >2) mit einem
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verringerten PFS und OS verbunden war, lasst vermuten, dass er nicht nur Ausdruck
eines hoheren Ausbreitungsstadiums, sondern einen davon unabhangigen
prognostischen Marker darstellt, der sich negativ auf das Uberleben der Patient*innen
im Rezidiv auswirkt. Auch in den multivariaten Uberlebenszeitanalysen unter Einschluss
etablierter prognostischer Marker behielt der konkordante KM-Befall seinen negativen
Einfluss auf das PFS und OS der Gesamt- und transplantierten Kohorte. Wie in
vorangehenden Studien [9,45,49,109,110] waren in der vorliegenden Arbeit die
Parameter Frihrezidiv der Erkrankung, Ansprechen auf die Induktionstherapie und
durchgefiihrte SZT mit Uberlebensparametern assoziiert. Dieser Zusammenhang legt
nahe, dass die Chemotherapiesensitivitdit von DLBCL eine Voraussetzung fir eine
erfolgreiche SZT-Strategie im Rezidiv ist. Unabhéngig von diesen Parametern war
jedoch der konkordante KM-Befall mit einem verkiirzten PFS und OS in der multivariaten

Analyse der transplantationsfahigen r/rDLBCL und r/rTRIL-Patient*innen assoziiert.

In einer Arbeit von Yao et al. [11] wiesen DLBCL mit konkordantem KM-Befall vermehrt
prognostisch ungtinstige Marker wie eine CD5-Expression [111] und MYC-Gen-
Rearrangements [112] auf. Dabei behielt in der analysierten Kohorte der konkordante
KM-Befall seinen negativen Einfluss auf Uberlebensparameter in fast allen DLBCL-
Untergruppen mit positiven prognostisch unglnstigen Biomarkern bei. In der
vorliegenden Arbeit war der konkordante KM-Befall mit einem nach Erstlinientherapie
prognostisch ungiinstigen Non-GCB-Immunphanotyp [39,40] assoziiert ohne seine
prognostische Relevanz in den Subgruppen mit GCB- und Non-GCB-Immunphanotyp
zu verlieren. Ein konkordanter KM-Befall kénnte daher nicht nur einen stellvertretenden
Marker fur bekannte unglinstige Prognosefaktoren des DLBCL darstellen, sondern
daruber hinaus auch weitere tumorbiologische Eigenschaften widerspiegeln, die sich
negativ auf das Uberleben auswirken. So konnte in DLBCL-Proben mit konkordantem
KM-Befall mit  Genexpressionsprofilen eine  erhdhte Expression  von
stoffwechselbezogenen und transkriptionsaktivierenden Genen nachgewiesen werden,
die auf eine gesteigerte Proliferationsfahigkeit von Lymphomzellen hinweist [11].
Daneben zeigte sich eine Hochregulation von Genen, deren Produkte einerseits mit der
Immunregulation in Verbindung stehen und andererseits eine Schlisselrolle bei der
Reorganisation des Zytoskeletts und der Zelladhasion einnehmen [11]. Veranderungen
von Genen, die mit der Zelladh&sion oder -migration in Verbindung gebracht werden,
sind bei metastasierten soliden Tumoren gut bekannt [113] und werden auch in DLBCL
mit  einer  verschlechterten  Prognose in  Verbindung gebracht [114].
Genexpressionsanalysen weisen zudem auf einen relevanten Einfluss des

Tumormikromilieus auf die Biologie und klinischen Verlaufe von DLBCL hin [115].
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Stromazellen des KM-Mikromilieus koénnen Chemotherapieresistenz in  B-
Lymphomzellen durch Expression eines ,B cell-activating factor* (BAFF) vermitteln,
wobei die Adhé&sion von Lymphomzellen an KM-Stromazellen die BAFF-Sekretion durch
Hochregulierung der BAFF-Genexpression fordert [65]. Dieser und andere
Mechanismen [63,64] der Zelladhasion-vermittelten Chemotherapieresistenz durch
Lymphom-Stroma-Interaktionen im KM kénnten eine Erklarung fur die in dieser Arbeit
beobachtete ungulnstige Prognose von r/fDLBCL und r/rTRIL mit konkordantem KM-
Befall und geplanter SZT darstellen. Allerdings benétigt es translationale Studien, um
die klinische Relevanz dieser Beobachtungen zu klaren. Dabei sollten der KM-Befall mit
Genexpressionsprofilen der Lymphomzellen sowie die Zusammensetzung des KM-
Mikromilieus erfasst und mit dem Therapieansprechen und Uberlebensparametern der

Patient*innen assoziiert werden.

Der diskordante KM-Befall hatte in der beschriebenen Kohorte keinen signifikanten
Einfluss auf das PFS und OS der Patient*innen nach SZT-orientierter Rezidivtherapie,
was den Beobachtungen bei entsprechenden Patient*innen nach anthrazyklinhaltiger
Erstlinientherapie entspricht [11,36]. Jedoch war die Subgruppe mit sechs Patient*innen
klein, sodass die Beobachtung infolgedessen Ausdruck eines statistischen Effektes sein
kénnte und in einer groReren Kohorte nachgeprift werden sollte. Dass ein Teil von
Patient*innen mit DLBCL eine durchflusszytometrisch nachweisbare, aber nach
aktueller Klinischer Praxis therapeutisch nicht relevante monoklonale B-Zell-
Lymphozytose aufweist [61], legt zum besseren Versténdnis der prognostischen und
therapeutischen Relevanz des diskordanten KM-Befalls eine genauere
Charakterisierung des diskordanten KM-Befalls mittels Histopathologie sowie
molekularbiologischen Methoden wie B-Zell-Rezeptorklonalitatsanalysen nahe. In der
vorliegenden Arbeit konnte bei zwei Patient*innen mit immunhistochemisch und
durchflusszytometrisch unklaren KM-Befunden ein Lymphombefall des KM mithilfe einer
NGS-basierten B-Zell-Rezeptorklonalitatsanalyse detektiert werden. Es gilt zu klaren, ob
ein solcher mit Standardmethoden nicht nachweisbarer KM-Befall in DLBCL
prognostisch relevant ist. Dartber hinaus gilt es zu untersuchen, ob die prognostische
Vorhersagekraft des konkordanten KM-Befalls auch unter neueren Therapieverfahren
wie der CAR-T-Zelltherapie bestehen bleibt [4,50,51]. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit bekraftigen die Hypothese, dass der konkordante KM-Befall ein einfach zu
erhebender und prognostisch relevanter Surrogatparameter fiir eine zugrunde liegende

unginstige Lymphombiologie in r/rDLBCL und r/rTRIL ist.
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In eine zweite retrospektive Studie zur Proteinexpression von RBMX und deren
Assoziation zu klinischen und pathologischen Charakteristika in Patient*innen mit T-NHL
wurden lber 18-jahrige Patient*innen eingeschlossen, die zwischen 2006 und Marz
2020 am Universitatsklinikum Halle (Saale) mit Prim&rdiagnose eines reifzelligen T-NHL
nach WHO-KIlassifikation von 2017 behandelt wurden. Es wurden Daten einschlieflich
Alter, Geschlecht, histologischer Phanotyp, B-Symptome, AA-Stadium, IPl, ECOG-PS,
KM-Befall durch das Lymphom, LDH, Anzahl der weiRen Blutkdrperchen (WBC) und Ki-
67-Expression zusammen mit dem Behandlungsregime, dem Ansprechen auf die
Chemotherapie und Nachverfolgungsdaten der Patient*innen erhoben. Die Analyse der
RBMX-Expression erfolgte an einem fir die Kohorte erstellten Tissue-Micro-Array
(durchgefiihrt von Franziska Schiimann) unter Nutzung des H-Scores [116]. Die Studie
wurde gemalf der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt und von der Ethikkommission
der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg genehmigt (#2020-033). In den
jeweiligen T-NHL-Subgruppen war die RBMX-Expression heterogen, allerdings zeigte
sich keine veranderte Expression gegeniber den CD3-positiven Zellen aus gesunden
Lymphknoten. Eine hohe RBMX-Expression war in der Gesamtkohorte der T-NHL mit
einer normalen Zahl der WBC und in der Subgruppe der nodalen T-NHL mit einem KM-
Befall assoziiert. Dartiber hinaus war in der Gesamtkohorte der T-NHL eine Assoziation
zwischen hoherer RBMX-Expression und Nichtansprechen auf die anthrazyklinhaltige
Erstlinientherapie nachweisbar, wobei in der Subgruppe der nodalen T-NHL diese
Assoziation schwécher ausgepragt war. Sowohl in der Gesamtkohorte als auch in der
nodalen T-NHL-Subgruppe war eine erhohte RBMX-Expression (Trennwert H-Score
175) mit einem verschlechterten PFS und OS in den univariaten Uberlebenszeitanalysen
verbunden. Diese Assoziation lief3 sich auch in multivariaten Analysen fur nodale T-NHL
nachweisen. Die vorliegende Arbeit zeigt somit nach derzeitiger Kenntnis erstmalig
einen negativen Einfluss einer erhohten RBMX-Expression auf das Uberleben von T-
NHL-Patient*innen unter anthrazyklinhaltiger Erstlinientherapie auf. Daneben wurde
eine Assoziation zwischen erhohter Proteinexpression des RBMX und dem
Nichtansprechen des T-NHL auf die applizierte Therapie in der untersuchten
Gesamtkohorte beobachtet. Dass sich diese Zusammenhénge in der Subgruppe der
nodalen T-NHL weniger klar darstellten, kdnnte der relativ kleinen Fallzahl und der
Heterogenitat der Krankheitshilder geschuldet sein, womit wesentliche Limitationen der
Arbeit abgebildet werden. Dennoch deutet die gezeigte Assoziation mit einer
Verschlechterung des  Therapieansprechens auf eine  RBMX-vermittelte
Therapieresistenz in der untersuchten T-NHL-Kohorte hin, wie sie auch in anderen
Entitditen beobachtet wurde [104]. Fir ein besseres Verstandnis der RBMX-

Assoziationen zur Entwicklung von Chemotherapieresistenz und Prognose von
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Patient*innen mit T-NHL ist es jedoch in Anbetracht der oben aufgefihrten vielseitigen
Funktionen des RBMX wichtig, molekulare Mechanismen hinter der RBMX-Expression
und ihren Assoziationen im jeweiligen zellularen Kontext zu beleuchten. Hervorgehoben
wird diese Notwendigkeit durch die heterogenen Untersuchungsergebnisse zum
Einfluss von RBMX-Alterationen auf die Tumorbiologie, Therapieresistenz und
Uberlebensparameter in anderen Malignomen [104,105,107,117-119]. So tragt in
Patient*innen mit hepatozellularem Karzinom eine Uberexpression des RBMX zur
Tumorgenese und Therapieresistenz bei und ist mit einer schlechteren Prognose
verbunden [104]. In Endometriumkarzinomen und Urothelkarzinomen der Harnblase war
hingegen eine hohe RBMX-Expression mit einem langeren Uberleben assoziiert
[105,107]. RBP wie RBMX durchlaufen zur Aufrechterhaltung ihrer physiologischen
Funktionen in der Zelle diverse Regulierungsschritte durch posttranslationale
Proteinmodifikation. Diese umfassen u.a. die Acetylierung, Ubiquitinierung und
Phosphorylierung der Proteine [120]. Neben Veranderungen dieser posttranslationalen
Modifikationen kénnen auch genetische und epigenetische Alterationen sowie eine
veranderte Regulation durch nicht-kodierende RNA zu einer Dysregulation der RBP
fuhren, die dann zur Entstehung, Unterhaltung und Therapieresistenz von malignen
Tumoren beitrdgt [120]. Translationale Untersuchung unter Einbeziehung von
Mutations-, Gen- und Proteinexpressionsanalysen der T-NHL-Zellen und ihres
Mikromilieus in Verbindung mit klinischen Parametern und Uberlebensparametern
konnten dazu beitragen, die Funktion von RBP wie RBMX in der Entstehung und
Entwicklung von Tumoren sowie den Stellenwert von RBMX als Marker fir die
Prognoseschatzung in T-NHL besser zu verstehen.

Die prognosegestiitzte Therapiesteuerung maligner Lymphome ist Gegenstand aktueller
Klinischer Prifungen [121] und der Erfolg neuer Therapien kann von der Differenzierung
prognostischer Subgruppen abhangen [122]. Die auf anatomischen, klinischen und
histopathologischen Parametern gestitzten etablierten Modelle weisen die bereits
beschriebenen Limitationen in ihrer prognostischen Gite auf [8-10]. Prognostische
Marker, die eng mit tumorbiologischen Prozessen assoziiert sind, konnen die Gite der
Prognosevorhersage allein oder insbesondere in Kombination mit etablierten
Prognosemodellen mdglicherweise verbessern [1]. Die hier zusammengefassten
Arbeiten identifizieren neue prognostische Marker mit einer tumorbiologischen
Rationalen bei an DLBCL bzw. T-NHL erkrankten Patient*innen. Bei Patient*innen mit
r/rDLBCL bzw. r/rTRIL mit geplanter SZT war der konkordante KM-Befall in einem Modell
mit etablierten Prognosefaktoren ein unabhangiger prognostischer Faktor fir das

Uberleben. In Patienttinnen mit primardiagnostiziertem T-NHL war eine hohe RBMX-
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Proteinexpression mit einem geringeren Ansprechen und kiirzerem Uberleben unter
anthrazyklinhaltiger Erstlinientherapie verbunden. Die RBMX-Expression war auch in
einem multivariaten Modell mit etablierten Prognosefaktoren ein unabhéngiger
prognostischer Faktor. Diese Ergebnisse heben das Potential neuer Prognosemarker fir
maligne Lymphome hervor, unterliegen aber auch Limitationen. So bedingt der
retrospektive Charakter der Arbeit potentielle Verzerrungen z.B. durch nicht
auszuschlieBende Einschrankungen in der Reprasentativitat der untersuchten Kohorten
sowie durch die Heterogenitat der Krankheitsbilder und der retrospektiv bewerteten
Datendokumentation [122]. Zudem fordert die relative kleine Patient*innenzahl
statistische Fehler. Die Reproduzierbarkeit der eingesetzten immunhistochemischen
Ergebnisse ist durch die Intra- und Interobserver-Variabilitat der Verfahren
eingeschrankt [116,123]. Die ausstehende Validierung der Untersuchungsergebnisse
unter Einbeziehung externer Kohorten ist durch die Heterogenitat und Seltenheit der
malignen Lymphome erschwert. Um diese Probleme zumindest teilweise zu
adressieren, werden groRere, zum Teil prospektive Datensétze erhoben, z.B. durch das
Register und die Biomaterialbank fir T-Zell-Lymphome der German Lymphoma Alliance
und Ostdeutschen Studiengruppe fiir Hamatologie und Onkologie (Deutsches Register
klinischer Studien Nummer: DRKS00030561). Fur ihren potentiellen Einsatz in der Klinik
missen neu identifizierte Biomarker darauf untersucht werden, ob sie die pradiktive Glite
bestehender Prognosemodelle verbessern [124]. Dartber hinaus gilt es den Wert
identifizierter Prognosefaktoren unter neuen Therapieoptionen zu reevaluieren
[122,125]. So steht die Analyse der prognostischen Vorhersagekraft des konkordanten
KM-Befalls in fruhrezidivierten und priméar refraktdren DLBCL unter Anwendung der
CAR-T-Zelltherapie aus, die fur diese Patient*innen mittlerweile als therapeutischer
Standard erachtet werden kann [50,51]. Die vorliegenden retrospektiven Arbeiten haben

einen explorativen Charakter und sollen fiir diese Vorhaben als Grundlage dienen.
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4. Thesen

1. Bei Patient*innen mit rezidivierten oder refraktaren diffusen grof3zelligen B-Zell-
Lymphomen (r/rDLBCL) und rezidivierten oder refraktaren transformierten
indolenten Lymphomen (r/rTRIL), die sich fir eine Stammzelltransplantation
(SZT) eigneten, war die konkordante jedoch nicht die diskordante
Knochenmarkinfiltration in uni- und multivariaten Analysen mit einem
verschlechterten progressionsfreien- (PFS) und Gesamtiberleben (OS)
assoziiert.

2. Bei SZT-geeigneten Patient*innen mit r/rDLBCL und r/rTRIL waren in univariaten
Analysen die Faktoren saalPl 22, Bulk-Manifestationen 27,5 cm, Dauer der
ersten Remission <12 Monate, Nichtansprechen auf die Reinduktionstherapie,
nicht durchgefiihrte SZT und Remissionsstatus = Partialremission vor SZT
ebenfalls mit einem verschlechterten PFS und OS assoziiert.

3. Bei Patient*innen mit T-Zell-Lymphomen (T-NHL) war die RNA binding motif
protein X-linked (RBMX)-Expression unter den T-NHL Subtypen heterogen, im
Vergleich zu Geweben von gesunden Lymphknoten jedoch nicht erhoht.

4. Bei Patient*innen mit T-NHL war eine héhere RBMX-Expression mit einem
verminderten Ansprechen auf eine anthrazyklinhaltige Polychemotherapie
assoziiert.

5. Bei Patient*innen mit T-NHL war eine héhere RBMX-Expression in uni- und

multivariaten Analysen mit einem verschlechterten PFS und OS assoziiert.
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Abstract

In front-line treatment of diffuse large B-cell ymphoma (DLBCL), prior studies suggest that
concordant but not discordant involvement of the bone marrow (BM) portends a poor prog-
nosis. The prognostic impact of bone marrow infiltration (BMI) in recurrent or refractory
DLBCL (r/rDLBCL) and transformed indolent lymphoma (r/rTRIL) patients is less clear.
Thus, we examined the prognostic significance of the infiltration of bone marrow (BMI) by
concordant, large B-cells (conBMI) and discordant, small B-cells (disBMI) in this patient
group. We performed a single center retrospective analysis of the prognostic impact of BMI
diagnosed before start of second-line treatment as well as multiple clinicopathologic vari-
ables in 82 patients with r/rDLBCL or r/rTRIL intended to treat with autologous SCT.
Twenty-five of 82 patients (30.5%) had BMI. Out of these, 19 (76%) had conBMI and 6
(24%) had disBMI. In patients with conBMI but not disBMI, uni- and multivariate analysis
revealed inferior progression free survival (PFS) and overall survival (OS) compared to
patients without BMI (median PFS, 9.2 vs 17.45 months, log rank: p = 0.049; Hazard Ratio,
2.34 (Confidence Interval, 1.24—4.44), p = 0.009; median OS 14.72 vs 28.91 months, log
rank: p = 0.017; Hazard Ratio, 2.76 (Confidence Interval, 1.43-5.31), p = 0.002). ConBMI
was strongly associated with nonGCB subtype as classified by the Hans algorithm (82.4%
vs 17.6%, p = 0.01). ConBMI comprised an independent predictor of poor prognosis in pri-
mary and secondary r/rDLBCL. Incorporating conBMI in the pretherapeutic risk assessment
for r/rDLBCL and r/rTRIL patients may be useful for prognostication, for stratification in clini-
cal trials, and to assess new therapies for this high-risk patient subset that might not benefit
from SCT in second-line treatment.
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Introduction

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) is the most frequent type of lymphoma and is highly
heterogeneous with regard to clinical manifestation, biological and molecular features and
prognosis [1-3]. In eligible patients with refractory or recurrent DLBCL (r/rDLBCL) and
transformed indolent lymphoma (r/rTRIL) the introduction of high-dose chemotherapy and
autologous stem cell transplantation (SCT) following salvage immunochemotherapy led to
long term survival rates of >50% [4,5]. Yet, up to 50% of initially transplant eligible patients
are not able to receive autologous SCT due to failure of salvage therapy, failure of apheresis of
autologous peripheral blood stem cells or therapy-limiting toxicity [5]. On the other hand, 40-
50% of patients relapse within 4 years after autologous SCT [5-7], in that case resulting in very
poor prognosis [8,9]. In primary refractory DLBCL and DLBCL relapsing within 12 months
after completion of first line therapy, lymphoma-directed myeloablative conditioning followed
by allogeneic SCT may result in a better outcome compared to autologous SCT. Still, OS 1 year
post allogeneic SCT does not exceed 50% [10]. Thus, the benefit of autologous and allogeneic
SCT in r/rDLBCL and r/rTRIL is ultimately limited and therefore, pretherapeutic risk stratifi-
cation to identify a subset of patients who will not benefit from SCT and should therefore be
referred to alternative treatment approaches is an urgent need in clinical practice.

5-22% of transplant eligible r/rDLBCL patients show lymphoma infiltration of the bone
marrow (BM) [5,6,11,12]. In TRIL patients, up to 40% of BM involvement (BMI) has been
reported [13]. While the BM is mostly concordantly involved by large cell lymphoma (con-
BMI), a subset of positive BMI (posBMI) patients show BMI by discordant small cell lym-
phoma (disBMI). The latter represents a heterogeneous group of disorders, comprising cases
with clonally related, as well as cases with two clonally distinct, unrelated B-cell neoplasms pre-
senting synchronously as previously shown by comparative molecular analysis of immuno-
globulin heavy chain (IgH) and BCL2 gene rearrangements [14]. Since BMI is clinically
recognized as advanced disease, it contributes to higher International Prognostic Index (IPI)
scores [15]. However, it has been reported that conBMI but not disBMI negatively impacts
progression free survival (PFS) and overall survival (OS) in DLBCL patients after treatment
with front-line therapy independently from the IPI [16-18]. Yet, owing to the dissimilarity of
designs and inclusion criteria and the limited number of enrolled patients with BMI in studies
concerning r/rDLBCL and r/rTRIL, the prognostic impact of conBMI and disBMI in this
patient group is unknown. In addition, clinicopathologic characteristics of posBMI primary
and secondary r/rDLBCL patients are so far not well investigated. We retrospectively investi-
gated a patient cohort intended to treat with autologous SCT to address these questions and
elucidate the role of BMI in transplant eligible r/rDLBCL and r/rTRIL patients.

Patients and methods

This is a retrospective single center analysis of unselected patients with transplant eligible r/
rDLBCL and r/rTRIL patients who were treated between November 1998 and March 2019 at
the University Hospital Halle (Saale). Patients were identified by a review of the internal hospi-
tal database records and verified by using the transplant-team records and German Registry
for Stem Cell Transplantation (DRST) database. TRIL was defined as the presence of indolent
B-cell lymphoma prior to or at the time of DLBCL diagnosis [6]. Only patients with histologi-
cally proven transformation were included. Patients were included in the analysis if they were
>18 years of age with a biopsy proven diagnosis of DLBCL according to the 2008 WHO classi-
fication [19], were intended to treat with a consolidating SCT and had complete clinical data.
Exclusion criteria comprised primary involvement of the central nervous system, primary
mediastinal B-cell lymphoma or coincident medical conditions that precluded treating the
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lymphoma with curative intention. Assessed clinical data were age at relapse, sex, secondary
age adjusted IPI (saalPI) [20] (incorporating Ann Arbor staging >II, elevated LDH and
ECOG performance score >1), TRIL, early relapse defined as duration of first complete remis-
sion <12 months or incomplete response following front-line treatment, bulky mass >7,5 cm
in largest diameter at any time before start of induction therapy [21], secondary involvement
of the central nervous system (CNS), prior Rituximab application, executed SCT, remission
status before SCT and histologically confirmed BMI any time prior to start of induction
therapy.

BM biopsy were centrally reviewed at the Institute of Pathology, Halle (Saale) by the patholo-
gists MB and CW. ConBMI was defined as BMI with DLBCL, while disBMI was reported if the
histological und immunohistochemical picture was compatible with small cell B-cell lymphoma.
Flow cytometry, immunohistochemistry and/ or next generation sequencing (NGS) based anal-
ysis of IgH gene rearrangements were utilized to confirm the clonality of the B-cell population
or an aberrant immunophenotype when BM involvement was clinically highly suspicious and/
or histology was inconclusive. All available lymphoma samples were immunohistochemically
analyzed for GCB/ nonGCB status utilizing the classifier developed by Hans and colleagues
[22]. In addition, available lymphoma tissue was immunohistochemically accessed for p53 alter-
ation by IHC utilizing the p53 mouse monoclonal antibody (clone DO7, Cell Marque). A p53
overexpression and the lack of p53 immunohistochemical expression were considered positive
[23]. Response to salvage therapy and, if applied, SCT was assessed by reviewing reports of con-
trasted computer tomography scans, magnetic resonance imaging (MRI) and/ or positron emis-
sion tomography with the tracer fluorine-18 fluorodeoxyglucose at time of relapse, after each
line of salvage therapy and within three months after completion of SCT. Further, if BM was
involved at any time before start of salvage therapy, remission assessment included the review
of restaging BM biopsies. Response to salvage therapy was defined by achievement of at least
partial remission (PR) defined by the diagnostic criteria of Lugano [24].

This study was performed according the Declaration of Helsinki and approved by the Ethics
Committee at the Martin-Luther-University of Halle-Wittenberg (#2019-072).

Statistical analyses

Clinical characteristics were compared between the separate BMI cohorts using the indepen-
dent samples t-test for continuous variables and the % test for categorical variables. Progres-
sion free survival (PFS) was defined as the time from disease recurrence until lymphoma
progression or death of any cause. In a landmark analysis for patients who received SCT, PFS
post SCT was defined as the time from SCT until lymphoma progression or death of any
cause. Overall survival (OS) was defined as the time from disease recurrence until death from
any cause and OS post SCT was calculated from SCT until death from any cause. Patients were
censored at time of their last clinical visit by a physician. OS and PFS were assessed using the
Kaplan-Meier (KM) method [25]. The log-rank test [26] was utilized for comparison of PFS
and OS between groups. Multivariate analysis was performed using a Cox proportional haz-
ards model [27] to assess the independent effect of prognostic variables on PES and OS. A P
value of <0.05 (two-sided) was considered statistically significant. We used SPSS version 25.0
for Windows; SPSS Inc, Chicago, IL for data analysis.

Results
Patient and treatment characteristics

A total of 82 patients with r/rDLBCL and r/rTRIL that met the inclusion criteria were identi-
fied. The median age of the entire cohort was 59 years (range, 23 to 75). At the time of analysis,
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Fig 1. Consort diagram for the present DLBCL and TRIL patient cohort intended to treat with SCT. Abbreviations: r/r: recurrent or refractory, DLBCL: diffuse
large B-cell lymphoma; SCT: stem cell transplantation, TRIL: transformed indolent lymphoma, CO: clinical option.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0235786.9001

median follow-up time for living patients was 66.3 months (range, 8.1 to 238.7). Overall, 58
patients (70.7%) have died. All patients have received front-line anthracycline-containing che-
motherapy (S1 Table). Front-line therapy contained Rituximab in 59 patients (72%). Salvage
immunochemotherapy comprised (R)-DHAP [5] in 40 patients (48.8%), (R)-ICE [5] in 14
patients (17.1%), (R)-DexaBEAM [28] in 15 patients (18.3%) and others in 13 patients
(15.9%). Autologous SCT was accomplished in 57 patients (69.5%) (Fig 1). Out of these, 4
patients (4.9%) had tandem autologous and allogeneic SCT. Highdose chemotherapy regimens
foregoing autologous SCT comprised BEAM [29] in 35 patients (61.4%), TEC [30] in 11
patients (19.3%) and other regimens in 11 patients (19.3%). Four patients (4.8%), in which
autologous SCT was not executed due to insufficient disease control (n = 3, 3.6%) or failure of
stem cell apheresis after induction immunochemotherapy (n = 1, 1.2%), were alternatively
referred to allogeneic SCT. Patient and treatment characteristics are given in Table 1.

Characteristics of patients with BMI

A total of 25 patients (31.5%) had BMI at any time before start of induction therapy. Of these,
19 patients (23.2%) had conBMI and 6 patients (7.3%) had disBMI. Two patients with incon-
clusive BM histology were clinically suspicious for conBMI and showed a clonal B-cell popula-
tion in BM accessed by NGS and were therefore assigned to the conBMI patient group. 57
patients (68.5%) had noBMI (noBMI). Table 1 summarizes the clinicopathological and therapy
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Table 1. Clinicopathologic characteristics of patients grouped by type of BMI.

Chararacteristics noBMI conBMI disBMI P-value
(n=57) (n=19) (n=6)
No. (%) No. (%) No. (%)
noBMI vs conBMI | noBMI vs disBMI | conBMI vs disBMI
Age at relapse (years)
Median (Range) 59 (23-75) 56 (36-71) 58 (51-65) 0.81 0.83 0.69
Sex 0.381 0.041 0.199
Male 42 (73.7) 12 (63.2) 2(33.3)
Female 15 (26.3) 7 (36.8) 4(66.7)
saalPl >2 37 (64.9) 16 (84.2) 5(83.3) 0.113 0.363 0.959
Bulky mass >7.5 cm 21 (36.8) 4(21.1) 2(33.3) 0.205 0.865 0.539
Duration of first complete remission <12 months* 41 (71.9) 11 (57.9) 2 (33) 0.254 0.053 0.294
TRIL 11 (19.3) 5(26.3) 6 (100) 0.516 <0.001 0.002
secondary CNS involvement 12 (17.5) 1(5.3) 0(0) 0.113 0.212 0.566
prior Rituximab treatment 44 (77.2) 11 (57.9) 4(66.7) 0.103 0.565 0.702
failure to I** salvage regimen 22 (38.6) 5(26.3) 3 (50) 0.333 0.587 0.278
completed SCT 43 (75.4) 14 (73.7) 4 (66.7) 0.878 0.639 0.739
autologous SCT 39 (68.4) 11 (57.9) 3 (50)
allogeneic SCT 2(3.5) 0(0) 2 (33.3)
tandem SCT 2(3.5) 1(15.3) 1(16.7)
no CR before SCT | 27 (62.8) 8 (57.1) 4(100)** 0.706 0.133 0.109
no CR after SCT 17 (40.5) 6(42.9) 2 (50) 0.875 0.712 0.8
COO (IHC) 0.01 0.06 0.43
GCB 17 (56.7) 3(17.6) 0 (0)
nonGCB 13 (43.3) 14 (82.4) 3 (100)
unknown 27 2 3
p53 expression (IHC) 0.088 0.184 0.859
p53 wt 15 (71.4) 8 (44.4) 2 (40)
p53 alteration 6 (28.6) 10 (55.6) 3 (60)
unknown 36 1 1

Abbreviations: BMI: bone marrow infiltration, noBMI: no bone marrow infiltration, conBMI: concordant bone marrow infiltration, disBMI: discordant bone marrow

infiltration, saalPI: secondary age adjusted International Prognostic Index, TRIL: transformed indolent lymphoma, CNS: central nervous system, SCT: stem cell

transplantation, CR: complete remission, COO: cell of origin, IHC: immunohistochemistry, GCB: germinal center B-cell, wt: wildtype

*including patients not achieving complete response after front-line treatment

**2 (50%) no response of indolent component, 2 (50%) no response of aggressive component.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0235786.t001

associated characteristics for each of the three groups. Comparing all three groups, the noBMI,
conBMI and disBMI group, we found no relevant difference in age, saalP], bulky disease, sec-
ondary CNS involvement, duration of first complete remission, prior Rituximab treatment,
front-line regimens and completion of SCT. TRIL was more often diagnosed in patients with
disBMI (disBMI 100% vs. conBMI 26.3% and noBMI 19.3%, p <0.01, respectively). The con-
BMI group was more likely to express a nonGCB immunophenotype as classified by the
HANS algorithm compared to the noBMI group (82.4% vs. 43.3%, p = 0.01). Alteration of p53
was equally distributed between the BMI groups. The same observations were made when con-
BMI and disBMI were compared to the patient group with extensive disease (AA >2) and
noBM]I, respectively (S2 Table). An enrichment of secondary CNS involvement was only
observed when comparing patients with AA >2 and noBMI to the conBMI group (AA>2,
noBMI 27.3% vs. conBMI 5.3%, p = 0.048).
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Table 2. Prognostic factors of OS in r/rDLBCL and r/rTRIL patients, transplant eligible.

total cohort (n = 82)

landmark analysis of the transplanted cohort (n = 61)

Univariate analysis Multivariate analysis Univariate analysis Multivariate analysis
Parameters median OS P-value (logrank | HR | 95% CI | P-value median PFS P-value (logrank | HR | 95% CI | P-value
(months) test) (months) test)
Age at relapse 1.01 0.99- 0.319 1.01 | 0.98- 0.635
1.04 1.03
Sex 0.057 1.64 0.91- 0.103 0.661 1.19 | 0.56- 0.643
2.96 2.53
Male 28.91 37.98
Female 11.89 23.79
saalPI 0.01 1.57 | 0.79-3.2 | 0.203 0.1 1.53 | 0.7-3.32 | 0.286
saalPI <2 96.16 90.22
saalPI >2 12.78 14.1
TRIL 14 0.69- 0.35 0.185 172 0.73- 0.213
2.81 4.04
dnDLBCL 30.23 0.089 37.98
TRIL 12.78 14
Bulky mass >7.5 cm 0.001 191 0.95- 0.068 0.072 1.53| 0.61- 0.362
3.83 3.83
no 36.7 37.98
yes 8.44 5.29
Duration of first CR 0.021 2.27 1.07- 0.032 0.284 1.28 | 0.58- 0.532
4.81 2.83
<12 months* 11.9 14
>12 months 43.96 38.87
BMI 0.022 0.041
noBMI 28.91 66.86
posBMI 13.54 14
conBMI 14.72 0.017 2.76 1.43- 0.002 14 0.025 2.63| 1.19- 0.017
5.31 5.79
disBMI 11.89 0.4 1.47 0.42—- 0.543 7.1 0.587 0.62 | 0.12- 0.572
5.14 3.23
prior Rituximab 0.315 0.627
treatment
no 43.96 37.98
yes 13.54 28.39
response to first salvage 0.006 <0.001
no 9.3 4.34
yes 36.7 38.87
undergone SCT <0.001 0.313 | 0.16- 0.001
0.63
no 7
yes 36.7
remission status before 0.008 264 1.19- | 0.017
SCT 5.87
CR 82.46
>PR 7.8
COO (IHC) 0.379 0.78
GCB subtype 26.89 28.39
nonGCB subtype 18.86 25.79
p53 expression (IHC) 0.451 0.191
(Continued)
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Table 2. (Continued)

total cohort (n = 82) landmark analysis of the transplanted cohort (n = 61)
Univariate analysis Multivariate analysis Univariate analysis Multivariate analysis
Parameters median OS P-value (logrank | HR | 95% CI | P-value median PFS P-value (logrank | HR | 95% CI | P-value
(months) test) (months) test)
p53 wt 19.09 28.39
p53 alteration 13.54 23.79

Abbreviations: OS: overall survival, r/r: recurrent or refractory, DLBCL: diffuse large B-cell lymphoma, TRIL: transformed indolent lymphoma, HR: Hazard Ratio, CI:

Confidence Interval, saalPI: secondary age adjusted International Prognostic Index, dnDLBCL: de novo diffuse large B-cell lymphoma, SCT: stem cell transplantation,

BMI: bone marrow infiltration, noBMI: no bone marrow infiltration, posBMI: positive bone marrow infiltration, conBMI: concordant bone marrow infiltration,

disBMI: discordant bone marrow infiltration, SCT: stem cell transplantation, CR: complete remission, PR: partial remission, COO: cell of origin, IHC:

immunohistochemistry, GCB: germinal center B-cell, wt: wildtype

*including patients not achieving complete response after front-line treatment.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0235786.t1002

Response to salvage therapy according to BMI

As expected, failure of salvage therapy in the entire cohort was significantly associated with
early relapse (37% vs 7%, p = 0.004), bulky disease (52% vs 15%, p = 0.001) and female sex
(46% vs 18%, p = 0.007). No relevant differences in response were found according to salvage
chemotherapy regimens and if applied high-dose chemotherapy regimens foregoing autolo-
gous SCT. Also, patients who responded to salvage chemotherapy were more likely to proceed
to SCT (92% vs 8%, p <0.001) (S3 Table).

Interestingly, no correlation of posBMI with response to salvage therapy was observed, as
noBMI and posBMI patients showed a similar response rate (28% vs 26%, p = 0.874).

Impact of BMI on survival

Table 2 and S4 Table summarize the results of all tested variables in uni- and multivariate
survival analyses. BMI negatively affected survival (posBMI vs noBMI: median PFS 9.2 vs.
17.45 months, log-rank (KM) p = 0.055; median OS, 13.54 vs 28.91 months, log-rank (KM)
p =0.022; S1A Fig and S1B Fig). Importantly, conBMI portended a poor prognosis relative
to noBMI (median PFS, 9.2 vs 17.45 months, log rank (KM) p = 0.049; median OS, 14.72 vs
28.91 months, log-rank (KM) p = 0.017, Fig 2A and 2B), whereas disBMI did not (median
PFS, 6 vs 17.45 months, log rank (KM) p = 0.456; median OS, 11.89 vs 28.91; log rank (KM)
p = 0.4; SIC Fig and S1D Fig). ConBMI maintained its prognostic relevance towards noBMI
in the landmark PFS and OS analyses of the transplanted cohort (Fig 2C and 2D), in the
extensive disease cohort (S1E Fig and S1F Fig) and in the nonGCB cohort (S1G Fig and S1H
Fig).

In multivariate analysis utilizing Cox regression model of PFS and OS, conBMI and not
performed SCT were adverse prognostic factors for both PFS and OS (PFS: S4 Table, OS:
Table 2). Additionally, early relapse predicted poor OS in multivariate analysis. Sex, TRIL,
saalPI >2, bulky mass >7.5 cm and disBMI showed no prognostic relevant impact (Table 2).
We also, separately, performed exploratory multivariate landmark analyses within the sub-
group of transplanted patients, to determine if the risk factors for mortality or relapse were dif-
ferent in this group. In transplanted patients, non-achievement of complete remission (CR)
before SCT was included into the multivariate analysis and was strongly associated with worse
postSCT PES and OS (S4 Table, Table 2). Of note, conBMI also maintained its prognostic rele-
vance in multivariate landmark analysis in the transplanted patient subset (54 Table, Table 2).
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Fig 2. Kaplan-Meier curves for progression free survival and overall survival according to different groups of BMI. a: KM curve for PFS according to noBMI vs
conBMI in the total cohort; b: KM curve for OS according to noBMI vs conBMI in the total cohort; c: KM curve for PFS landmark analysis according to noBMI vs
conBMI in the transplanted patient subset; d: KM curve of OS landmark analysis according to noBMI vs conBMI in the transplanted patient subset; Abbreviations: BMI:
bone marrow infiltration, noBMI: no bone marrow infiltration, conBMI: concordant bone marrow infiltration, KM: Kaplan-Meier; PES: progression free survival, OS:
overall survival, N: number of patients, cens.: censored.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0235786.9002

Discussion

To the best of our knowledge, we present the first detailed analysis of the prognostic impact of
BMI on outcome of transplant eligible r/rDLBCL and r/rTRIL patients. In this analysis, con-
BMI but not disBMI was associated with worse PFS and OS in transplant eligible patients. This
association was irrespective of Ann Arbor stage and saalPI indicating conBMI might not only
be a measure of the extend of the disease.

As reported previously [4-6,31,32], early relapse, achievement of CR preceding SCT and
completion of SCT, which was strongly associated with response to the salvage therapy (91.2%
vs 4%, p <0.001), displayed strong factors for PFS and OS in our analyses. Taken together,
these parameters emphasize the main limitation of the SCT strategy since response to
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chemotherapy remains a fundamental prerequisite for SCT. Further parameters, which were
able to discriminate subgroups of patients with differing prognosis in our study include saalPI
>2[20,33] and bulky disease [21,34]. However, while these parameters impacted survival in
univariate analyses, they failed to show relevant influence on PFS and OS in multivariate anal-
yses of the transplanted subgroup if achievement of CR before SCT was included into the
model. This suggests that these factors indicate the likelihood of achieving CR after salvage
immunochemotherapy (S3 Table), rather than affecting the outcome of SCT for patients who
do reach CR [6]. In contrast to these findings, conBMI but not disBMI portended worse PFS
and OS compared to the noBMI group independently from other prognostically relevant
factors.

In analogy to findings in first diagnosed DLBCL [35], alteration of p53 expression, which is
a known marker for high clinical stage [36] but not for adverse survival [37], was not associ-
ated with BMI subgroups in the present cohort. On the other hand, conBMI was significantly
associated with nonGCB subtype as classified by the Hans-algorithm [22], which is in opposi-
tion to findings in front-line setting of DLBCL [35]. Yet, the prognostic impact of conBMI
appears to be independent from the cell of origin subtype as it maintained its prognostic rele-
vance both, in the GCB and the in the nonGCB cohort. Recently, Yao et al. [35] reported on
broader biological characteristics in initially diagnosed DLBCL patients, revealing that con-
BMI also shows an enrichment for unfavorable markers such as CD5 expression [38] and
MYC gene rearrangement [39]. Yet, of interest, conBMI remained an adverse predictor in
almost all tested biomarker-positive DLBCL subsets. The authors thus assumed that conBMI
may not be entirely a surrogate for these known adverse biological features in DLBCL, but
other possible mechanisms underlying conBMI may contribute to adverse survival. In their
study, gene expression profiling of DLBCL specimen in the reported cohort revealed that con-
BMI in comparison to noBMI additionally shows an upregulation of genes encoding various
proteins playing a key role in cellular adhesion or cytoskeletal reorganization as well as immu-
noregulation [35]. Therefore, conBMI may be related to cellular adhesion or migration and
immune tolerance or escape within the BM niche. Further, adhesion of DLBCL to stroma cells
within the BM niche could explain drug resistance and therefore limited prognosis [40].

The results from our studied patient cohort, which is comparable in terms of basic patient
and disease characteristics to transplant eligible r/rDLBCL patients treated within prior pro-
spective trials [5,31,41] underline the hypothesis that conBMI expresses an easy to access sur-
rogate for an underlying unfavorable lymphoma biology in the second-line setting of DLBCL
and TRIL. However, the current results are subject to several limitations mainly caused by the
retrospective character of this analysis and the heterogeneity of the described cohort. Further,
the relatively small patient size increases the risk of statistical errors.

Nonetheless, based on the presented data, we consider conBMI to be a relevant and inde-
pendent clinical marker for poor prognosis in r/rDLBCL and r/rTRIL patients. Since incorpo-
rating conBMI in the pretherapeutic assessment could improve our ability to risk stratify
patients with r/rDLBCL considering SCT, we hope that the results presented here may be fur-
ther validated and enable precise prognostication and individualized disease surveillance as
well as contribute to the design of upcoming clinical trials. Moreover, as the mechanisms
underlying conBMI are not fully elucidated, further investigation of the biological background
of DLBCL with conBMI is needed to identify potential therapeutic targets.

Supporting information

S1 Fig. Kaplan-Meier curves for progression free survival and overall survival according to
different groups of BMI. a: KM curve for PES according to noBMI vs BMI in the total cohort;
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b: KM curve for OS according to noBMI vs BMI in the total cohort; c: KM curve for PFS
according to noBMI vs disBMI in the total cohort; d: KM curve of OS acc ording to noBMI vs
disBMI in the total cohort; e: KM curve for PFS according to noBMI vs conBMI in the exten-
sive disease (AA>2) patient subset, f: KM curve for OS according to noBMI vs conBMI in the
extensive disease (AA>2) patient subset; g: KM curve for PES according to noBMI vs conBMI
in the nonGCB patient subset; h: KM curve for OS according to noBMI vs conBMI in nonGCB
patient subset; Abbreviations: BMI: bone marrow infiltration, noBMI: no bone marrow infil-
tration, conBMI: concordant bone marrow infiltration, KM: Kaplan-Meier; PFS: progression
free survival, OS: overall survival, AA: Ann Arbor, GCB: germinal center B-cell.

(TIFF)

S1 Table. Front-line regimens of patients grouped by type of BMI. Abbreviations: BMI:
bone marrow infiltration, noBMI: no bone marrow infiltration, conBMI: concordant bone
marrow infiltration, disBMI: discordant bone marrow infiltration, CHOP: cyclophosphamide,
hydroxydaunorubicin, vincristine, prednisolone, R: rituximab, CHOEP: cyclophosphamide,
hydroxydaunorubicin, vincristine, etoposide, prednisolone, DA-EPOCH-R: dose adjusted eto-
poside, prednisolone, vincristine, cyclophosphamide, doxorubicin, rituximab.

(XLSX)

$2 Table. Clinicopathologic characteristics of patients with extensive disease defined as
AA >2 grouped by type of BMI. Abbreviations: AA: Ann Arbor stage, BMI: bone marrow
infiltration, noBMI: no bone marrow infiltration, conBMI: concordant bone marrow infiltra-
tion, disBMI: discordant bone marrow infiltration, saalPI: secondary age adjusted Interna-
tional Prognostic Index, TRIL: transformed indolent lymphoma, CNS: central nervous system,
SCT: stem cell transplantation, CR: complete remission, COO: cell of origin, IHC: immunohis-
tochemistry GCB: germinal center B-cell, wt: wildtype; *including patients not achieving com-
plete response after front-line treatment.

(XLSX)

§3 Table. Best response to salvage therapy without SCT according to prognostic factors.
Abbreviations: SCT: stem cell transplantation, CR: complete remission, PR: partial remission,
SD: stable disease, PD: progressive disease, BMI: bone marrow infiltration, noBMI: no bone
marrow infiltration, posBMI: positive bone marrow infiltration, saalPI: secondary age adjusted
International Prognostic Index, TRIL: transformed indolent lymphoma, dnDLBCL: de novo
diffuse large B-cell lymphoma, SCT: stem cell transplantation, CTx: chemotherapy, COO: cell
of origin, IHC: immunohistochemistry, GCB: germinal center B-cell, wt: wildtype; *response
to autologous SCT.

(XLSX)

S4 Table. Prognostic factors of PFS in r/rDLBCL and r/rTRIL patients, transplant eligible.
Abbreviations: PFES: progression free survival, 1/r: recurrent or refractory, DLBCL: diffuse
large B-cell lymphoma, TRIL: transformed indolent lymphoma, HR: Hazard Ratio, CI: Confi-
dence Interval, saalPI: secondary age adjusted International Prognostic Index, dnDLBCL: de
novo diffuse large B-cell lymphoma, SCT: stem cell transplantation, BMI: bone marrow infil-
tration, noBMI: no bone marrow infiltration, posBMI: positive bone marrow infiltration, con-
BMI: concordant bone marrow infiltration, disBMI: discordant bone marrow infiltration,
SCT: stem cell transplantation, CR: complete remission, CR: complete remission, PR: partial
remission, COO: cell of origin, IHC: immunohistochemistry, GCB: germinal center B-cell;
*including patients not achieving complete response after front-line treatment.

(XLSX)
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Simple Summary: Patients with T-cell non-Hodgkin’s lymphomas (T-NHL) are often chemotherapy
refractory and subsequently have poor prognosis. So far, mechanisms leading to this primary
chemotherapy refractoriness and factors identifying such cases are not well established. This study
investigated the prognostic relevance of the RNA binding protein X (RBMX) in 53 T-NHL cases
using conventional immunohistochemistry. As shown, low RBMX expression was associated with
better response to anthracycline-containing first-line treatment. Furthermore, low RBMX expression
predicted an improved overall survival (OS) and progression-free survival (PFS). These results
suggest that RBMX protein expression levels might be a contributing factor towards chemotherapy
resistance and thus affect prognosis of patients with T-cell lymphomas.

Abstract: T-cell non-Hodgkin’s lymphomas (T-NHL) are a heterogeneous group of lymphomas with a
mature T-cell phenotype. While in some hematological diseases the prognosis improved over the last
decades, T-NHL cases often relapse early or present with an initially refractory course. Recently, it has
been shown that RNA binding proteins have a crucial role for malignant tumor initiation, progression
and treatment response while contributing to chemotherapy resistance. Therefore, we investigated
the protein expression of the RNA binding protein X (RBMX), which has been shown to be of great
relevance in disease initiation and progression in hematological diseases in 53 T-NHL cases using
conventional immunohistochemistry. Low RBMX expression was associated with better response
to anthracycline-containing first-line treatment. Furthermore, low RBMX expression predicted an
improved overall survival and progression-free survival in univariate analysis. Multivariable Cox
regression revealed RBMX as an independent prognostic marker for overall survival (p = 0.007;
hazard ratio (HR) = 0.204; 95% confidence interval (CI): 0.064-0.646) and progression-free survival
(p = 0.006; HR = 0.235; 95% CI: 0.083-0.666). The study identifies low RBMX expression to predict
better chemotherapy response, overall survival and progression-free survival in patients with T-cell
non-Hodgkin’s lymphomas. These results suggest that RBMX protein expression levels might be a
contributing factor towards chemotherapy resistance and thus affect prognosis. Hence, RBMX may
be a potential therapeutic target and prognostic marker in T-cell lymphomas.

Keywords: T-cell non-Hodgkin’s lymphomas; PTCL; RBMX; hnRNP G; drug resistance; immunohis-
tochemistry
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1. Introduction

T-cell non-Hodgkin’s lymphomas (T-NHL) arise from post-thymic lymphocytes and
represent 10-15% of all non-Hodgkin’s lymphomas in western countries [1]. T-NHL are
highly heterogeneous in their clinical presentation, histologic features, and pathogenesis [2].
The disease is characterized by frequent relapse, and an initially refractory course is not
uncommon. For most subtypes, the first-line treatment regime is typically an anthracycline-
containing chemotherapy combination, such as CHO(E)P (cyclophosphamide, doxorubicin,
vincristine, (etoposide), and prednisone) [3]. Approximately 30% of patients face primary
refractory disease [4,5], and most patients with refractory or relapsed T-NHL have poor
outcomes with short survival [6]. Therefore, it urgently requires further research for precise
prognostic indicators and novel treatment options in order to improve the survival of
affected patients.

Recently, it has been reported that RN A-binding proteins play an important role in
cancer progression, and even contribute to chemotherapy resistance [7]. Heterogeneous
nuclear ribonucleoproteins (hnRNPs) are a large family of chromatin-associated RNA-
binding proteins with more than 30 different members. Among these, the X-linked RNA-
binding motif protein (RBMX, also named hnRNP G) is one of the least characterized
proteins concerning its biological functions [8]. RBMX was originally recognized as a
nuclear protein that is part of the supraspliceosome, where it regulates alternative splice
site selection depending on its concentration [9,10]. RBMX is also known to regulate the
proper cohesion of sister chromatids during cell division [11]. Recently, several studies
have reported replication defects in cells lacking RBMX, and the authors pointed to a key
role of RBMX in genome stability [12,13].

The function of RBMX during carcinogenesis and promoting therapy resistance has
only sporadically been studied and so far has remained insufficiently understood. RBMX
has been proposed as a potential tumor suppressor in several cancer types, including oral
squamous carcinoma [8,14,15] and lung cancer [16]. However, reports of RBMX expression
levels in cancer samples are more contradictory. Low RBMX expression levels have been
associated with poor outcome in endometrial cancer [17,18] and bladder cancer [19]. In
contrast, recent studies interestingly show poor outcome in hepatocellular carcinomas
(HCC) [7] as well as head and neck cancers [20] when RBMX was highly expressed. Fur-
thermore, RBMX was overexpressed in individuals with acute myeloid leukemia (AML)
compared to healthy ones, and loss of RBMX delayed leukemia development [21].

In addition, RBMX was intimately involved in chemoresistance according to previous
studies. In 2012, it was shown by Adamson et al. that the depletion of RBMX sensitizes
cells to DNA damage caused by ionizing radiation and several genotoxic drugs (mitomycin
C, chlorambucil, oxaliplatin, and carboplatin). Moreover, exome sequencing analysis
show mutations in the RBMX gene in vemurafenib-resistant thyroid carcinoma cells [22].
On the contrary, it has recently been shown that in HCC cells, sorafenib resistance was
increased when RBMX was overexpressed [7]. To further understand the role of RBMX
in chemotherapy resistance and cancer prognosis of T-cell lymphomas, the present study
investigates the immunohistochemical protein expression of RBMX in combination with
the clinical outcomes in patients with T-NHL.

2. Materials and Methods
2.1. Patients and Tissue Samples

This is a retrospective single-center analysis of 53 patients forming a convenience
sample who were treated between 2006 and March 2020 at the University Hospital Halle
(Saale). Only patients with available formalin-fixed, paraffin-embedded (FFPE) T-cell
leukemia and lymphoma tissues were included. The tissue samples originated from
43 patients that had been integrated into a tissue microarray (TMA) for a previous study
and from 10 large tissue sections obtained for this study. Patients were identified by a
review of the internal hospital database records. Patients were included in the analysis
if they were > 18 years of age with a biopsy-proven diagnosis of T-NHL according to the



Cancers 2021, 13, 4788

30f12

WHO classification. All samples were histopathological reviewed by two pathologists
(C.W. and M.B.) to verify the diagnosis according to WHO criteria 2017 [2]. Five samples
were excluded since the integrated tissue samples did not originate from the primary
diagnosis or the diagnosis was not confirmed. Clinicopathological characteristics at the
time of primary diagnosis, including age, sex, histological phenotypes, B symptoms, Ann
Arbor stage, international prognostic index (IPI), Eastern Cooperative Oncology Group
(ECOG) status, bone marrow involvement (BMI), lactate dehydrogenase (LDH) level, white
blood cell (WBC) count and Ki-67 expression along with treatment regime, chemotherapy
response, the occurrence of relapses, and follow-up data were recorded in the TMA cohort
(n = 43). Chemotherapy resistance was defined as stable disease (SD) or progressive disease
(PD) after first-line treatment, while chemosensitive patients had a complete response (CR)
or a partial response (PR) according to RECIST [23]. In accordance with the Declaration
of Helsinki, this study was performed and approved by the Ethics Committee at the
Martin-Luther-University of Halle-Wittenberg (#2020-033).

2.2. Tissue Microarray Construction

FFPE leukemia and lymphoma tissues from 53 non-selected patients were obtained
from the Institute of Pathology, University Hospital Halle (Saale). Tissue microarrays
(TMAs) containing two 0.6 mm tissue cylinders of each donor block were constructed using
a manual tissue arrayer (Beecher Instruments Inc., Sun Prairie, WI, USA). A slide stained
with hematoxylin and eosin (H&E) was prepared from each donor block and representative
tumor regions were morphologically identified and marked on each slide by a pathologist
(M.B). From these defined areas, two tissue cores with a diameter of 0.6 mm were taken and
arrayed on a recipient paraffin block. Adequate control tissues, including liver tissue, tonsil
tissue, breast carcinoma, seminoma, prostate carcinoma, and osteosarcoma for specific
antibodies were also included.

2.3. Immunohistochemistry

Immunohistochemistry (IHC) analysis was performed on a Bond III automated im-
munostainer (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Wetzlar, Germany) using the Bond Poly-
mer Refine Detection Kit (DS9800-CN). The primary antibody for RBMX (1:150; Abcam,
Cambridge, UK; ab190352) was applied as recommended by the manufacturer. Immunos-
taining was assessed by two investigators (M.B. and F.L.S.) blinded to additional pathologi-
cal and clinical data using Zeiss Axioscope 5 microscope (Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Jena, Germany). Semi-quantitative H-scoring [24] was performed in adherence to the
following steps: Brown immunoreactivity of cell nuclei was taken as positive and the
proportion of negative cells (P0) as well as staining at low (P1), moderate (P2), or high
(P3) levels of intensity were scored. The H-score for one patient (H-score = (% of cells
stained at intensity category 1 x 1) + (% of cells stained at intensity category 2 x 2) + (% of
cells stained at intensity category 3 x 3)) was calculated from the mean of two stains. The
conclusions of the two inspectors were in complete agreement in approximately 88% of the
cases confirming this scoring method as reproducible. In addition, 10 normal lymph node
tissues were stained to compare the RBMX expression levels of healthy and tumor tissues.

2.4. Survival and Statistical Analysis

IBM SPSS statistic software, version 27.0, for Mac (International Business Machines
Corporation, Armonk, NY, USA) was used for data analysis. All analyses were performed
for T-NHL overall, followed by nodal T-NHL phenotypes. Comparison of continuous
variables between two groups was computed with unpaired t-tests and between multiple
groups with one-way ANOVA with Bonferroni’s correction. Overall survival (OS) and
progression-free survival (PFS) rates were obtained using the Kaplan—Meier method.
Statistical comparisons between groups were made by log rank tests. Receiver operating
characteristic (ROC)-analysis was used to determine a cutoff value for RBMX expression to
divide the samples into two groups: RBMX"8" and RBMX!". The resulting cutoff point
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was an H-score of 175. Additionally, ROC was used to evaluate RBMX as a predictive
factor for chemotherapy response. Multivariable analysis was performed using a Cox
proportional hazards model to assess the independent effect of prognostic variables on PFS
and OS. OS was defined as the time from primary diagnosis until last follow-up or death
from any cause. PFS was defined as the time from primary diagnosis until lymphoma
progression or death from any cause. Patients alive at the last follow-up date were censored.
All p-values were interpreted exploratorily.

3. Results
3.1. Patient and Treatment Characteristics

A total of 43 patients with T-NHL fulfilled the inclusion criteria and had available
clinical data (TMA cohort). In 10 cases, only the H-score was available but not the clinical
data. The median age of all the evaluated patients was 66 years (range, 36-92 years),
with a male-to-female ratio of 2.1:1. At the time of analysis, median follow-up time for
living patients was 25.0 months (range, 0 to 142). Overall, 20 patients (46.5%) had died.
The study included 19 cases of peripheral T-cell lymphomas with T-helper phenotype
(angioimmunoblastic T-cell lymphoma (AITL)) and nodal peripheral T-cell lymphoma with
T follicular helper phenotype (PTCL-TFH)), eight cases of peripheral T-cell lymphomas,
not otherwise specified (PTCL-NQOS), seven cases of anaplastic large-cell lymphomas, ALK-
negative (ALCL, ALK-negative), 12 cases of intestinal T-NHL, two cases of extranodal
natural killer/T-cell lymphoma, nasal type (NKTCL) and five cases of other subtypes
(Mycosis fungoides (MF) n = 1, Sézary syndrome (SS) n = 1, subcutaneous panniculitis-
like T-cell lymphoma (SPTCL) n = 1, T-cell prolymphocytic leukemia (T-PLL) n =1, and
T-cell large granular lymphocytic leukemia (T-LGL) #n = 2). The recorded clinicopathologic
characteristics are summarized in Table 1.

Table 1. Characteristics of patients.

T-NHL Nodal T-NHL

Characteristic n=43 n=>34

n (%) n (%)

S Female 14 (33) 12 (35)

ex Male 29 (67) 22 (65)

<65 18 (42) 14 (41)

Age (years) >65 25 (58) 20 (59)

Absent 24 (56) 20 (59)

B Symptoms Present 19 (44) 14 (41)

. Absent 29 (67) 25 (74)
: Onelmarrow Present 10 (23) 7 (21)
mvolvement Not evaluable 4(9) 2 (6)
Stages I and II 8 (19) 6 (18)

Ann Arbor stage Stages Il and IV 28 (65) 25 (74)
Not evaluable 7 (16) 309

0-2 18 (42) 15 (44)

IPI 24 19 (44) 17 (50)
Not evaluable 6 (14) 2 (6)

0-1 19 (44) 16 (47)

ECOG 2-5 5(12) 5(15)

Not evaluable 19 (44) 13 (38)

Normal 12 (28) 8 (24)

WBC Upper limit of normal 11 (26) 7 (21)

Not evaluable 20 (47) 19 (56)
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Table 1. Cont.

T-NHL Nodal T-NHL

Characteristic n=43 n=>34

n (%) n (%)

Normal 6 (14) 2 (6)

LDH Upper limit of normal 18 (42) 17 (50)

Not evaluable 19 (44) 15 (44)

<65% 15 (35) 12 (35)

Ki-67 expression >65% 13 (30) 10 (29)

Not evaluable 15 (35) 12 (35)

Absent 21 (49) 14 (41)

Relapse Present 22 (51) 20 (59)

_ R-CHO(E)P 34 (79) 33 (97)
irst-line treatment Others 9 21) 1(1)

Abbreviations: T-NHL: T-cell non-Hodgkin’s lymphoma; n: number; IPI: International Prognostic Index, ECOG:
Eastern Cooperative Oncology Group status; WBC: white blood cell count; LDH: lactate dehydrogenase level.

3.2. Expression of RBMX in T-Cell Lymphomas

IHC for RBMX was analyzed on a total of 53 T-cell lymphomas and ten normal
non-tumor lymph nodes using FFPE tissues. The overall mean of RBMX protein expres-
sion (H-score) was 145 (standard deviation (SD) = 68). No relevant differences in the
RBMX expression levels among the histological phenotypes or compared to normal lymph
nodes were observed (ANOVA; p = 0.994; Figure 1). Representative immunohistochemical
staining showing different levels of nuclear RBMX expression are illustrated in Figure 2.

n=7 n=38 n=19 n=2 n=12 n=2 n
| | | | |

Il

3 n=10
I

00|  ANOVA, p = 0.994

200 T

150

ll - Ji

ALCL, PTCL-NOS T-helper NKTCL Intestinal Cutaneous T-PLL Normal
ALK- phenotype TCL TCL and T-LGL lymph node
TCL tissue

RBMX (H-score)

Figure 1. RBMX expression in T-cell lymphoma and non-tumor tissues analyzed by immunohisto-
chemistry. Boxplots represent the median and interquartile range of protein levels. p-values were
calculated using ANOVA and post-hoc tests for comparison between histological phenotypes and
non-tumor tissues. The number of tissue samples is shown at top. Abbreviations: ALCL, ALK-:
anaplastic large-cell lymphoma, ALK-negative; TCL: T-cell lymphoma; PTCL-NOS: peripheral T-cell
lymphoma, not otherwise specified; NKTCL: extranodal natural killer / T-cell lymphoma, nasal type;
T-PLL: T-cell prolymphocytic leukemia; T-LGL: T-cell large granular lymphocytic leukemia.



Cancers 2021, 13, 4788

6 of 12

r el
I, 7 (ROET IR 3
A

e G eI TP 1 ¢

€

ey 24
X B
#

SRR ;
T
RS ER

Figure 2. Histomorphology and RBMX immunohistochemistry. All samples were stained with hema-
toxylin and eosin (H&E) as exemplary shown in micrographies (A—C). The immunohistochemical
stains for RBMX were examined and evaluated in conjunction with the H&E stains. Immunohis-
tochemical staining showing low (D), middle (E), and high (F) levels of nuclear RBMX expression.
Original magnification x40, the scale bars are 100 pum.

3.3. Association between RBMX Expression and Clinicopathological Characteristics

We investigated the association between nuclear RBMX protein expression and clini-
copathological characteristics including sex, age, B symptoms, Ann Arbor stage, IPI, BMI,
ECOG status, WBC, LDH, Ki-67 expression, the occurrence of relapses, and response to
first-line chemotherapy (regardless of the regime used). The results of unpaired t-tests are
summarized in Table 2. In patients with T-NHL, high RBMX expression was associated
with a normal white blood cell count (WBC normal vs. upper limit of normal: mean 193 vs.
118; p = 0.023) and non-response to first-line chemotherapy (resistant vs. sensitive: mean
178 vs. 128; p = 0.029). Furthermore, no strong association between high RBMX expression
and the absence of bone marrow involvement (noBMI) (noBMI vs. BMI: mean 152 vs. 107;
p = 0.090) was observed. No relevance with sex, age, B symptoms, Ann Arbor stage, IPI,
ECOG status, LDH level, Ki-67 expression, and the occurrence of relapses was noted in
T-NHL. In patients with nodal T-NHL, high RBMX expression was associated with noBMI
(noBMI vs. BMI: mean 153 vs. 94; p = 0.034). In addition, no strong associations between
high RBMX expression with a normal white blood cell count (WBC normal vs. upper
limit of normal: mean 186 vs. 126; p = 0.089) and non-response to first-line chemotherapy
(resistant vs. sensitive: mean 167 vs. 130; p = 0.119) were observed. No relevant association
with sex, age, B symptoms, Ann Arbor stage, IPI, ECOG status, LDH level, Ki-67 expression,
and the occurrence of relapses was noted in nodal T-NHL.

3.4. Predictive Value of RBMX Expression to Anthracycline-Containing First-Line Treatment

To assess RBMX expression as a predictive factor for response to anthracycline-
containing first-line treatment, ROC-analysis and t-tests were used. In patients with
T-NHL, high RBMX expression was associated with non-response (resistant vs. sensitive:
mean 185 vs. 127; p = 0.018; Figure 3a) and the area under the curve (AUC) was 0.725
(95% CI: 0.550-0.901; p = 0.012; Figure 3b) (specificity 66.7%, sensitivity 72.7%). In nodal
T-NHL, high RBMX expression was not strongly associated with non-response (resistant vs.
sensitive: mean 169 vs. 130; p = 0.120). The AUC was 0.662 (95% CI: 0.463-0.861; p = 0.111)
(specificity 60.0%, sensitivity 71.4%).
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Table 2. Correlations between RBMX expression (H-score) and the clinicopathological characteristics in T-NHL and

nodal T-NHL.
T-NHL Nodal T-NHL
Characteristic RBM)((I\/][E;(;);;zssion p-Value RBM)((N]IE:E;;ession p-Value

Sex F;,[H;fée o 0.524 . 0544
Age (years) ;2?5 igg 0.310 ig;l 0.308
o D e 2 om
e o -
Ann Arbor stage Si;agiess& Zﬁj g/ }gg 0.402 g? 0.494
IPI gj }gg 0.433 53 0.295
ECOG g:é iig 0.726 }ég 0.634
WBC Upper ii\lrﬁf’:r:)aflnormal 1?2 0.023 }gg 0.089
LDH Upper ii\ln(ﬁfg}lnormal };g 0.741 1491451 0.304
Ki-67 expression 2255(:{2 13(5) 0.375 12451 0.493
Relapse Iér zzf;: i;lg 0.762 };12 0.603
Rppfntine  fom i u

Abbreviations: T-NHL: T-cell non-Hodgkin’s lymphoma; IPI: International Prognostic Index; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group
status; WBC: white blood cell count; LDH: lactate dehydrogenase level.

RBM X @-Score)

ttest, p = 0.018

1

|

Sensitivity 100%

Resistant @ =12)

(a)

Sensitive @ =22)

0.8

0.6

0.0

AUC =0.725

— reference line
— RBMX (H-score)

0.0 0.2

0.4 0.6 0.8 1.0

100% —Specficity%

(b)

Figure 3. RBMX expression according to response following anthracycline-containing first-line treatment in T-NHL. (a):

Corresponding histogram of RBMX expression (H-score) in resistant and Scheme 0. (b): ROC analysis of RBMX expression

(H-score) to discriminate between resistant and sensitive groups. AUC (area under the curve) = 0.725 (95% confidence

interval: 0.550-0.901; p = 0.012). Abbreviations: CHOP: cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and prednisone content

chemotherapy; CHOEP: cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, etoposide, and prednisone content chemotherapy.
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3.5. RBMX Expression Predicts OS and PFS in T-Cell Lymphomas

In univariate analysis, RBMXM8" expression was associated with a poor OS rate in
T-NHL (RBMX"" vs. RBMXhigh: median OS 78.0 (95% CI: 0.0-160.2) vs. 11.0 (95% CI:
5.5-16.5) months; p < 0.001; Figure 4a). This finding agrees with our observations in the
nodal T-NHL subtypes (RBMX!°¥ vs. RBMX"#h: median OS 124.0 (95% CI: 14.0-233.9)
vs. 13.0 (95% CI: 8.7-17.3) months; p = 0.001; Figure 4c). Furthermore, the RBMXhigh
expression was associated with a poor PFS rate in patients with T-NHL (RBMX'*" vs.
RBMXhigh: median OS 17.0 (95% CI: 2.6-31.4) vs. 7.0 (95% CI: 0.0-14.4) months; p = 0.012;
Figure 4b). In nodal T-NHL, RBMX expression was not significantly associated with a poor
PFS (RBMX!" vs. RBMXMigh: median OS 16.0 (95% CI: 4.8-27.2) vs. 9.0 (95% CI: 5.6-12.4)
months; p = 0.152; Figure 4d).

1.0 T-NHL 1.0 T-NHL
— RBMX low — RBMX low
08 — RBMX high 08 — RBMX high

log rank, p < 0.001 log rank, p = 0.012

06 0.6

0.4 04

cumulative overall survival (%)

0.2 0.2

cumulative progression-free survival (%)

0.0

0.0

0 20 40 60 80 100 120 140 0 20 a0 60 80 100 120 140

N at risk time (months) N at risk time (months)
RBMX low: 29 14 8 6 4 4 4 1 RBMX low: 29 10 6 3 2 2 2 0
RBMX high: 14 1 1 0 0 0 0 0 RBMX high: 14 0 0 0 0 0 0 0
(@) (b)
10 Nodal T-NHL 10 Nodal T-NHL
— RBMX low — RBMX low
08 — RBMX high 08

log rank, p = 0.001

— RBMX high
log rank, p = 0.152

0.6

04

0.2

cumulative overall survival (%)
cumulative progression-free survival (%)

0.0

0 20 a0 60 80 100 120 140 0 20 40 60 80 100 120 140

N at risk time (months) N at risk time (months)
RBMXlow: 23 11 7 6 4 4 4 1 RBMX low: 23 7 5 3 2 2 2 0
RBMX high: 1111 o 0 0 0 O RBMX high: 11 0 0 0 0 0 0 0
(c) ()

Figure 4. Kaplan—Meier (KM) curves for overall survival (OS) and progression-free survival (PFS)
according to RBMX expression. (a): KM curve for OS according to RBMX expression in T-NHL;
(b): KM curve for PFS according to RBMX expression in T-NHL; (c): KM curve for OS according to
RBMX expression in nodal T-NHL: (d) KM curve of PFS according to RBMX expression in nodal
T-NHL. Abbreviations: T-NHL: T-cell non-Hodgkin’s lymphomas; RBMX low: RBMX expression
with an H-score below 175; RBMX high: RBMX expression above or equal to an H-score of 175; N:
number of patients.

Multivariable analysis of age, sex, B symptoms, BMI, Ann Arbor stage (only for nodal
T-NHL), and RBMX expression was performed for OS and PFS. Table 3 summarizes the
results of all tested variables. It turned out that RBMX expression was associated with
a poor OS (p = 0.007; HR = 0.204; 95% CI: 0.064-0.646; Table 3) in T-NHL. In addition,
RBMX expression (p = 0.006; HR = 0.235; 95% CI: 0.083-0.666; Table 3) and BMI (p = 0.004;
HR = 0.243; 95% CI: 0.094-0.628; Table 3) were associated with a poor PFS in T-NHL. In
patients with T-NHL, B symptoms (p = 0.087; HR = 0.466; 95% CI: 0.194-1.118; Table 3)
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were not strongly associated with poor PFS. In patients with nodal T-NHL phenotypes the
RBMX expression was an independent prognostic marker only for OS (p = 0.038; HR = 0.149;
95% CI: 0.025-0.898).

Table 3. Multivariable analysis of overall survival (OS) and progression-free survival (PFS) in T-NHL and nodal T-NHL.

Multivariable Analysis Overall Survival Progression-Free Survival
_ 95% CI 95% CI
Variable Categories HR p-Value HR p-Value
LL UL LL UL
T-NHL cohort (1 = 39)

Sex femal . 199 0618 6.445 0.248 1329 0536  3.295 0.539

Age in years cmalevs. male 1046  0.986 1.110 0.138 1.002 0956  1.051 0.924

B Symptoms absent vs. 0592 0179 1.957 0.390 0466 0194  1.118 0.087
present

Bone marrow absent vs. 0623 0192 2.020 0.431 0243  0.094  0.628 0.004
involvement present

RBMX expression low vs. high 0.204 0.064 0.646 0.007 0.235 0.083 0.666 0.006

Nodal T-NHL cohort (1 = 34)

Sex fomal . 1777 0376 8.402 0.469 0796 0258 2455 0.691

Age in years emalevs. male 1026 0964 1.093 0.416 0989 0937  1.043 0.68

Ann Arbor stage -l vs. II-IV 5461 0945 3.155 0.058 0928 0248 3482 0.912

B Symptoms absent vs. 0365  0.056 2.371 0.291 0.606  0.180  2.038 0419
present

Bone marrow absent vs. 0497  0.072 3414 0.477 0248 0080 0.771 0.016
involvement present

RBMX expression low vs. high 0.149 0.025 0.898 0.038 0.361 0.107 1.221 0.101

Abbreviations: HR: hazard ratio; CI: confidence interval; LL: lower limit; UL: upper limit; #: number; RBMX low: RBMX expression with
an H-score below 175; RBMX high: RBMX expression above or equal to an H-score of 175.

4. Discussion

To the best of our knowledge, we present the first analysis of the prognostic impact of
RBMX protein expression in patients with T-cell lymphomas. RBMX (also called hnRNP
G) is an RNA-binding-motif gene located on the X-chromosome. Beyond its function as a
splicing factor, RBMX plays an important role in DNA-damage protection [25], chromo-
some segregation [11], and genome stability [12,13]. Still, the function of RBMX during
carcinogenesis constitutes a desideratum of research. In this study, we investigated the
immunohistochemical expression of RBMX in combination with the clinical outcomes in
53 patients with T-cell non-Hodgkin’s lymphomas.

RBMX was expressed homogeneously across the histological phenotypes. RBMX
expression was examined in normal non-tumor lymph node tissue and T-cell lymphoma,
showing lower expression in healthy tissues compared to tumor samples with high RBMX
expression (non-tumor vs. RBMX"8": mean 150 (SD = 49) vs. 220 (SD = 44); p = 0.024).
Subsequently, we assessed the association of RBMX expression and clinicopathological
characteristics at the time of primary diagnosis. Interestingly, high RBMX expression
was associated with markers that are known for moderate disease progression (normal
WBC count, noBMI). In contrast, high RBMX expression was associated with resistance to
first-line treatment, regardless of the regime used. Due to the functions of RBMX presented
above, we examine the hypothesis that the protein might be contributing to drug resistance.
Previously, several studies investigated the association between RBMX expression and
drug resistance, pointing out that high expression levels led to non-response to various
drugs [7]. We investigated the correlation between RBMX expression and the response to
anthracycline-containing first-line treatment. In agreement with the previous reports, low
RBMX expression levels predict better response to anthracycline-containing chemotherapy
in patients with T-NHL (t-test p-value = 0.018; ROC-analysis AUC = 0.725). Former studies
indicated an opposite association of RBMX expression levels and prognosis in different
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cancer types [7,17,18,20,21]. In our univariate analysis, low RBMX levels predict improved
overall survival in patients with T-NHL (median OS 78.0 vs. 11.0 months; p < 0.001) and
nodal T-NHL (median OS 124.0 vs. 13.0 months; p = 0.001) and also better progression-
free survival in patients with T-NHL (median OS 17.0 vs. 7.0 months; p = 0.012). These
results are consistent with a previous report which describes that RBMX controls myeloid
leukemogenesis by regulating the chromatin state [21]. As a caveat, all patients with
high RBMX expression died within 58 months after initial diagnosis. Continuously, the
multivariable analysis has been showing RBMX to be an independent prognostic marker
for overall survival (p = 0.007; HR; 0.204; 95% CI: 0.064-0.646) and progression-free survival
(p = 0.006; HR = 0.235; 95% CI: 0.083-0.666) in T-NHL. In patients with nodal T-NHL
phenotype, the RBMX expression was an independent prognostic marker solely for overall
survival (p = 0.038; HR = 0.149; 95% CI: 0.025-0.898). As shown above, our results are not
significant in the smaller subgroup of primary nodal T-NHL; this could be due to the small
size of the subgroup (1 = 34).

Our results suggest that RBMX expression contributes to chemotherapy resistance and
thus affects prognosis in patients with T-NHL. These findings are consistent with previous
mentioned studies. However, the current results are subject to several limitations mainly
caused by the retrospective character of this analysis and the high heterogeneity in the
investigated cohort. Furthermore, the small sample size increases the risk of statistical
errors. Therefore, studies with larger cohorts might provide a better understanding on the
function of RBMX during carcinogenesis and chemotherapy resistance. Moreover, further
cellular experiments are needed to elucidate this issue. In conclusion, our study found
that low RBMX protein expression predicted better response to anthracycline-containing
first-line treatment, overall survival, and progression-free survival in patients with T-cell
non-Hodgkin’s lymphomas. Hence, RBMX may be a potential therapeutic target and
prognostic marker in T-cell lymphoma.

5. Conclusions

In conclusion, this study showed that low RBMX expression was associated with better
response to anthracycline-containing first-line treatment and an improved overall survival
(OS) and progression-free survival (PFS) in patients with T-cell non-Hodgkin’s lymphomas.
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