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Referat  

Die T-Zell Non-Hodgkin-Lymphome stellen eine heterogene Gruppe von Erkrankungen dar, die 

äußerst selten auftreten. Die Prognose der Patient:innen ist aufgrund unzureichend etablierter 

Therapiestandards bei häufig therapierefraktären Verläufen im Vergleich zu B-Zell-Lymphomen 

schlecht. Die Identifizierung prognostischer Biomarker sowie effektiver Behandlungskonzepte stellt 

derzeit ein Desiderat in der Forschung dar. In den meisten T-Zell-Lymphomen zeigt sich eine durch 

Mutationen oder Expressionsveränderungen alterierte Funktion von Histonmodifikatoren sowie 

RNA-Bindeproteinen. Jedoch sind die Auswirkungen dieser Alterationen im klinischen Kontext bis 

jetzt nicht umfassend verstanden. 

Ziel dieser beiden explorativen Arbeiten war es, die Proteinexpression von Enhancer of zeste 

homolog 1 und 2 (EZH1/2), von der konsekutiven Trimethylierung am Lysin 27 des Histons H3 

(H3K27me3) und von dem RNA-binding motif protein X-linked (RBMX) in T-Zell-Neoplasie-Gewebe 

zu erfassen. Hierzu wurden Tissue Microarrays aus Tumormaterialien, die vor Einleitung der 

Erstlinientherapie gewonnen wurden, in einer Kohorte von insgesamt 56 T-Zell-Neoplasie-

Patient:innen konstruiert und die dazugehörigen klinischen sowie histopathologischen Daten 

erfasst. Anschließend wurden Assoziationen der Proteinexpressionsdaten mit klinisch-

pathologischen Daten, dem Therapieansprechen sowie mit dem Gesamtüberleben und dem 

progressionsfreien Überleben untersucht. 

Die EZH1/2-Studie weist in ihrer univariablen Analyse nach, dass eine hohe EZH1-Proteinexpression 

mit einem verbesserten Gesamtüberleben verbunden ist, während hohe EZH2- und H3K27me3-

Proteinexpressionen mit einem schlechteren einhergehen. Diese Assoziationen bestätigen sich in 

den multivariablen Analysen. In der RBMX-Studie kann gezeigt werden, dass eine hohe RBMX-

Proteinexpression mit einem schlechteren Ansprechen auf eine anthrazyklinhaltige 

Erstlinienbehandlung verbunden ist und ein kürzeres Gesamtüberleben sowie progressionsfreies 

Überleben in der univariablen Analyse voraussagt. In der multivariablen Analyse ergibt sich, dass 

RBMX als unabhängiger prognostischer Marker für Gesamtüberleben und progressionsfreies 

Überleben dienen kann.  

Franziska Lea Schümann: Identifikation prognostischer Marker für T-Zell-Lymphome unter 
Verwendung der Tissue Microarray Technik, Halle (Saale), Univ., Med. Fak.; Diss., 63 Seiten, 2024  



Report  

T-cell non-Hodgkin lymphomas are a heterogeneous group of diseases that occur extremely rarely. 

The prognosis of patients is poor compared to B-cell lymphomas due to insufficiently established 

treatment standards and frequent refractory courses. The identification of prognostic biomarkers 

as well as effective treatment concepts is currently a desideratum in research. In most T-cell 

lymphomas, altered function of histone modifiers as well as RNA-binding proteins due to mutations 

or expression changes is evident. However, the implications of these alterations in the clinical 

context are not yet fully understood.  

The aim of these two exploratory studies was to detect in T-cell neoplasia tissue the protein 

expression of Enhancer of zeste homolog 1 and 2 (EZH1/2), consecutive trimethylation at lysine 27 

of histone H3 (H3k27me3) and RNA-binding motif protein X-linked (RBMX). For this purpose, tissue 

microarrays were constructed from tumor materials collected before initiation of first-line therapy 

in a cohort of a total of 56 T-cell neoplasia patients, and the associated clinical and histopathological 

data were recorded. Associations of the protein expression data with the clinical and 

histopathological findings as well as with overall survival and progression-free survival were 

examined.  

In univariable analysis, the EZH1/2 study demonstrates that high EZH1 protein expression is 

associated with improved overall survival, whereas high EZH2 and H3K27me3 protein expressions 

are associated with worse. These associations are confirmed in multivariable analyses. In the RBMX 

study, high RBMX protein expression can be shown to be associated with a worse response to first-

line anthracycline-containing treatment and to predict shorter overall survival and progression-free 

survival in univariable analysis. Multivariable analysis here also reveals that RBMX may serve as an 

independent prognostic marker for overall survival and progression-free survival.  

Franziska Lea Schümann: Identifikation prognostischer Marker für T-Zell-Lymphome unter 
Verwendung der Tissue Microarray Technik, Halle (Saale), Univ., Med. Fak.; Diss., 63 Seiten, 2024
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1 Einleitung und Zielstellung  
Non-Hodgkin-Lymphome mit T-Zell Differenzierung (T-NHL) sind eine Gruppe von seltenen 

Erkrankungen mit einer Inzidenz von ca. einer Neuerkrankung pro 100.000 Personen im Jahr (Vose 

et al.,2008; Adams et al.,2016). Die World Health Organisation (WHO) unterscheidet unreife, akute 

lymphatische T-Zell-Leukämien (T-ALL) von reifen, postthymischen Natürliche Killerzellen (NK)-/T-

Zell-Neoplasien. Klinisch werden die reifen T-NHL je nach ihren prädominanten 

Organmanifestationen in primär kutan, primär leukämisch und aggressiv verlaufend mit nodaler 

bzw. extranodaler Manifestation differenziert. Letztere, die peripheren T-Zell-Lymphome (PTCL) im 

engeren Sinne, machen nur 10-15 % aller Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) aus und zeichnen sich 

durch ihre Heterogenität aus (Anderson et al.,1998; Swerdlow et al.,2017).  

Bis vor kurzem wurden die T-Zell-Lymphome anhand der vierten WHO-Klassifikation von 2017 

eingeteilt, welche zum Zeitpunkt der Erstellung der beiden Studien die aktuell gültige war (Swerdlow 

et al.,2017). Seit Juli 2022 gilt die aktualisierte fünfte WHO-Klassifikation, welche nahezu 40 

verschiedene T-Zell-Neoplasie Entitäten benennt. Weltweit ist die Inzidenz der nicht weiter 

spezifizierbaren peripheren T-Zell-Lymphome (PTCL-NOS) (25,9 %) am höchsten, gefolgt vom 

angioimmunoblastischen T-Zell-Lymphom (AITL) (18,5 %) und der Gruppe der anaplastisch 

großzelligen Lymphome (ALCL) (12,1 %), wie Abbildung 1 veranschaulicht (Vose et al.,2008). 

 
Abbildung 1: Weltweite Verteilung der T-Zell-Lymphom Subentitäten (modifiziert nach Vose et 
al.,2008) 
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Während von den T-ALL vielfach Kinder betroffen sind, erkranken an einem reifen T-Zell-Lymphom 

häufiger Erwachsene (Armitage und Weisenburger,1998; Rudiger et al.,2002). Eine Ausnahme stellt 

das ALCL mit reziproker Translokation zwischen dem anaplastischen Lymphomkinase (ALK)-Gen 

(Chromosom 2p23) und dem häufigsten Fusionspartner Nucleophosmin (Chromosom 5q35) dar 

(Gokbuget,2015). Insgesamt ist das männliche Geschlecht öfter betroffen als das weibliche (Rudiger 

et al.,2002).  

Die Erstlinien-Standardtherapie – ein aus Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin, ggf. Etoposid 

und Prednisolon (CHO(E)P) bestehendes Chemotherapieschema – hat sich seit Jahrzehnten für die 

meisten T-NHL-Subtypen nicht geändert (d'Amore et al.,2015). Hierunter ist die Prognose des ALK-

positiven ALCL mit einer 5-Jahresüberlebensrate (5-JÜR) von 70 % besser als die der anderen 

Entitäten: Während die 5-JÜR für das ALK-negative ALCL 49 % beträgt, liegt sie sowohl für das PTCL-

NOS und das AITL bei nur 32 % (Vose et al.,2008). Damit sind die 5-JÜR im Vergleich zu vielen B-Zell-

Lymphomen insgesamt ungünstig. Für die ALCL steht seit der im Jahr 2019 erfolgten europäischen 

Zulassung des Anti-Cluster-of-Differentiation (CD)-30-Antikörper-Chemotherapie-Konjugats 

Brentuximab-Vedotin in Kombination mit Cyclophosphamid, Hydroxodaunorubicin und Prednisolon 

eine den CHOP-Regimen überlegene Erstlinientherapie zur Verfügung (Horwitz et al.,2019; Horwitz 

et al.,2022). Weitere Strategien, das Ansprechen auf und Überleben nach Erstlinentherapie zu 

verbessern, sehen die Hinzunahme von Etoposid zum CHOP-Schema (CHOEP) (Schmitz et al.,2010) 

und die konsolidierende autologe Stammzelltransplantation (SZT) vor. Trotzdem sind 

therapierefraktäre Verläufe und Rezidive häufig: Bei etwa 30 % der Patient:innen liegt eine primär 

refraktäre Erkrankung vor (Vose et al.,2008; Bellei und Federico,2019) und die meisten refraktären 

oder rezidivierten T-NHL haben ohne SZT als Teil der Rezidivtherapie ein kurze Überlebenszeit (Mak 

et al.,2013). In der Rezidivsituation kann eine realistische Chance auf eine dauerhafte Heilung 

lediglich durch eine konsolidierende allogene SZT erreicht werden (Schmitz et al.,2018; Hamadani 

et al.,2022).  

Ein zunehmend vertieftes Verständnis der Pathogenese und Biologie von T-Zell-Lymphomen in den 

letzten Jahrzehnten führte bereits zur Untersuchung zahlreicher neuer zielgerichteter Substanzen, 

mit denen genetische, epigenetische und immunologische Ansätze verfolgt werden. Die Ergänzung 

der Therapielinien um weitere Wirkstoffe wie Histon-Deacetylase-Inhibitoren, 

Desoxyribonukleinsäure (DNA)-Methyltransferase-Inhibitoren, Phosphatidylinostol-3-Kinase-

Inhibitoren und monoklonale Antikörper hat bisher (außer bei Patient:innen mit ALCL) zu keinem 
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Paradigmenwechsel der PTCL-Standardtherapie geführt (Schümann und Weber,2021; Schümann 

und Weber,2023).  

Die Prognoseabschätzung der PTCL erfolgt in der klinischen Praxis anhand des Internationalen 

Prognostischen Index (IPI), welcher ein in der Onkologie gebräuchliches Scoring-System für 

aggressive NHL darstellt. Für jeden der folgenden Parameter wird bei Zutreffen ein Punkt vergeben: 

Alter über 60 Jahre, Ann-Arbor-Stadium III oder IV, schlechter Performance Status der Eastern 

Cooperative Oncology Group (ECOG), mehr als ein extranodaler Herd und erhöhte 

Lactatdehydrogenase (LDH)-Konzentration im Serum. Je nach Score werden vier Risikogruppen 

unterschieden: 0–1, niedrig; 2, niedrig-intermediär; 3, hoch-intermediär und 4–5, hoch. Durch die 

Ergänzung weiterer Parameter sollten krankheitsspezifischere Scores mit präziserer 

Risikoabschätzung entwickelt werden. Diese Scoring-Systeme beinhalteten beispielweise den 

Knochenmark (KM)-Befall, eine erniedrigte Thrombozytenzahl und den Kiel-Antigen-67-basierten 

Proliferationsindex (Ki-67) (Übersicht in Gallamini et al.,2004)). Allerdings konnte keine klare 

Überlegenheit dieser Scores gegenüber des IPI gezeigt werden, sodass letzterer für den klinischen 

Alltag weiterhin empfohlen wird (d'Amore et al.,2015). Insgesamt beurteilt der IPI die 

Krankheitsausdehnung und die Gebrechlichkeit der Patient:innen, liefert jedoch keine molekularen 

krankheitsspezifischen Hinweise, weshalb dieser nur ungenügend für zielgerichtete Therapien 

genutzt werden kann.  

Auf molekularer Ebene ist der Nachweis einer ALK-Translokation in ALCL eindeutig mit einer 

günstigeren Prognose assoziiert, was bereits in den Therapeischemata Berücksichtigung findet 

(Vose et al.,2008; Schmitz et al.,2010). Auch bei Patient:innen mit PTCL-NOS konnten durch 

Mutationsanalysen zwei große molekulare Untergruppen identifiziert werden, die mit 

unterschiedlichen Prognosen assoziiert sind: Dabei liegt entweder das GATA-binding protein 3 oder 

der T-box transcription factor 21 erhöht vor (Iqbal et al.,2014). Darüber hinaus wurden in den letzten 

Jahren vielfach Alterationen in epigenetischen Regulationsgenen wie z.B. der Tet-Methylcytosin-

Dioxygenase 2, der DNA (Cytosine-5)-Methyltransferase 3A und der Isocitrate Dehydrogenase 

(NADP(+)) 2 aufgedeckt (Lemonnier et al.,2012; Van Arnam et al.,2018), die eine enge Assoziation 

von epigenetischen Anomalien und der Pathogenese in T-NHL vermuten lassen.  

Einer der in den letzten Jahren am besten untersuchten epigenetischen Regulatoren und gleichzeitig 

Ziel zahlreicher neuer Therapeutika für verschiedene Neoplasien stellt der Enhancer of zeste 

homolog 1/2 (EZH1/2) dar. Dieses histonmodifizierende Enzym ist eine katalytische Untereinheit 

des Polycomb repressive complex 2 (PRC2). Die Proteine der Polycomb-Gruppe sind in zwei Familien 
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von Komplexen zu finden, den PRC1 und PRC2. Sie halten Genexpressionsmuster aufrecht, die 

während der Entwicklung oder Differenzierung etabliert worden sind (Ito et al.,2018). Der in 

Abbildung 2 veranschaulichte PRC2 besteht im Wesentlichen aus vier Untereinheiten: Zinc finger 

protein suppressor of zeste 12 (SUZ12), Embryonic ectoderm development (EED) Protein und 

Retinoblastoma-binding protein 46/48 (RbAp46/48) sowie einem der beiden Paraloge EZH1 oder 

EZH2 (Cao et al.,2002; Czermin et al.,2002; Kuzmichev et al.,2002; Muller et al.,2002; Gan et 

al.,2018). EZH1/2 enthält am COOH-Terminus eine katalytische Domäne, die den 27. Lysinrest des 

Histons H3 trimethyliert (H3K27me3). Durch diese Methylierung wird die Chromatinstruktur 

kompakter, was zur Unterdrückung der Genexpression führt. Auf diese Weise nehmen EZH1/2 als 

epigenetische Regulatoren hochgradig Einfluss auf Zellentwicklung und Zelldifferenzierung (Danis et 

al.,2016; Herviou et al.,2016). 

 
Abbildung 2: Der Polycomb repressive complex 2 (PRC2), bestehend aus vier Untereinheiten: 
Enhancer of zeste homolog 1/2 (EZH1/2) mit Su(var)3-9-Enhancer-of-zeste-Trithorax (SET)-Domäne, 
Embryonic ectoderm development (EED), Zinc finger protein suppressor of zeste 12 (SUZ12) und 
Retinoblastoma-binding protein (RbAp46/48). EZH1/2 vermitteln in ihrer kanonischen Funktion die 
H3K27-Trimethylierung (H3K27me3) zur Repression ihrer Zielgene (modifiziert nach Herviou et 
al.,2016; Li und Chng,2019) 

Transkription OFF

PRC2

RbAp46/48

SUZ12

EED

EZH1/2
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X
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Zytoplasma
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Wie neuere Studien zeigen, wirken EZH1/2 über diese kanonischen Funktionen hinaus H3K27me3-

unabhängig als transkriptionelle Ko-Aktivatoren (siehe Abbildung 3) in verschiedenen Malignomen 

wie Brustkrebs (Anwar et al.,2021), Prostatakrebs (Xu et al.,2012) und auch extranodalen NK-/T-

Zell-Lymphomen vom nasalen Typen (ENKTL) (Yan et al.,2013; Yan et al.,2016). Die nicht-

kanonischen Mechanismen von EZH2 unterscheiden sich je nach Malignom (Huang et al.,2021). 

 

Abbildung 3: Die nicht-kanonische Funktion von Enhancer of zeste homolog 2 (EZH2) als 
transkriptioneller Ko-Aktivator im Komplex mit anderen Transkriptionsfaktoren (TF) wie z.B. 
Östrogenrezeptor-α (ERα) und β-Catenin, cellular Myelocytomatosis Oncogene (c-MYC) und E2F 
Transcription Factor 1 (E2F1) sowie nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells 
(NF-κB) (modifiziert nach Gan et al.,2018; Huang et al.,2021) 

Die Paraloge von Enhancer of zeste homolog weisen unterschiedliche Expressionsmuster auf: 

Während EZH1 in sich wenig teilenden und differenzierten Zellen vorkommt, findet man EZH2 nur 

in stark proliferierenden Zellen (Margueron und Reinberg,2011). Weiterhin besitzen PRC2-

Komplexe, die EZH2 enthalten, im Vergleich zu denen, die EZH1 aufweisen, eine höhere 

Methyltransferase-Aktivität (Margueron und Reinberg,2011). Da es bei einer EZH2-Depletion zu 

keinem vollständigen Verlust der H3K27me3-Expression kommt, wird angenommen, dass EZH1 in 

der Lage ist, den Verlust von EZH2 zumindest teilweise zu kompensieren (Margueron et al.,2008; 

Shen et al.,2008). EZH2 und EZH1 haben größtenteils sich überlappende, zu einem geringen Anteil 

aber auch unterschiedliche Zielgene (Margueron et al.,2008). 

Bereits vor über 30 Jahren wurde der erste EZH2-Inhibitor 3-Deazaneplanocin A entwickelt, welcher 

zu einer indirekten EZH2-Hemmung führt (Glazer et al.,1986). Seitdem etablierten sich zahlreiche 

weitere EZH2-Inhibitoren, die zum Teil hoch spezfisch wirken und von denen aktuell mehrere 
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klinisch getestet werden (Li et al.,2021). Tazemetostat wurde als erster im Januar 2020 von der Food 

and Drug Administration (FDA) der Vereinigten Saaten von Amerika für Patient:innen mit 

fortgeschrittenen oder metastasierten epitheloiden Sarkomen zugelassen (Hoy,2020). Allerdings 

wird in jüngster Zeit nicht nur die Wirkung von EZH2-selektiven Inhibitoren, sondern auch von 

dualen EZH1/2-Inhibitoren intensiv klinisch untersucht (Yamagishi et al.,2019). Es konnte bereits 

gezeigt werden, dass die duale EZH1- und EZH2-Hemmung (z.B. mittels Valemetostat) zu einer 

deutlich stärkeren Senkung der H3K27me3-Expression führt als eine selektive EZH2-Hemmung 

(Yamagishi et al. 2019; Kagiyama et al. 2021). 

Grundlage für die Entwicklung dieser zielgerichteten Therapien war der Nachweis von EZH1/2-

Mutationen und/oder EZH1/2-Überexpressionen in verschiedenen Neoplasien, die mittlerweile 

vielfach mit Tumorproliferation, Metastasierung, schlechter Prognose und Therapieversagen 

assoziiert worden sind (Varambally et al.,2002; Bachmann et al.,2006; Wang et al.,2010; Duan et 

al.,2020). Allerdings werden Mutationen von EZH1 und/oder EZH2 in T-Zell-Lymphomen als selten 

oder nicht vorhanden beschrieben (Palomero et al.,2014; Sakata-Yanagimoto et al.,2014; Crescenzo 

et al.,2015; Roberti et al.,2016; Wang et al.,2017; Watatani et al.,2019; Laginestra et al.,2020; Maura 

et al.,2020). Währenddessen wird über eine EZH2-Proteinüberexpression (Yan et al.,2013; Shi et 

al.,2015; Abdalkader et al.,2016; Kim et al.,2016; Yi et al.,2018) und damit assoziiert eine ungünstige 

Prognose (Zhang et al.,2019) im Kontext von PTCL häufiger berichtet. Expressionsunterschiede 

zwischen den einzelnen Lymphomsubentitäten wurden bisher nicht beobachtet (Abdalkader et 

al.,2016). Eine Übersicht derjenigen Studien, die sich in den letzten Jahren mit der EZH1/2-

Proteinexpression in T-Zell Neoplasien befassten, liefert Tabelle 1.  
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Tabelle 1: Ausgewählte Studien zur immunhistochemischen EZH2/1-Proteinxpression mit Anzahl der 
eingeschlossenen T-Zell-Neoplasien und Expressiosniveaus (eigene Darstellung) 

Referenz Entitäten EZH1 EZH2 
n EZH1+ n EZH2+ 

Yan et al. 2013 Extranodales NK-/T-Zell-Lymphom, nasaler Typ   38 61 % 
Shi et al. 2015 Anaplastisches großzelliges Lymphom, ALK-positiv 

Anaplastisches großzelliges Lymphom, ALK-negativ 
Peripheres T-Zell-Lymphom, nicht weiter spezifiziert 
Angioimmunoblastisches T-Zell-Lymphom 
Extranodales NK-/T-Zell-Lymphom, nasaler Typ 
Adultes T-Zell-Leukämie-Lymphom 
Akute T-Zell-Leukämie  

  15 
15 
18 
19 
20 
7 
10 

93 % 
100 % 
89 % 
79 % 
90 % 
100 % 
100 % 

Abdalkader et 
al. 2016 

Lymphoblastisches T-Zell-Lymphom 
Extranodales NK-/T-Zell-Lymphom, nasaler Typ 
Adultes T-Zell-Leukämie-Lymphom 
Peripheres T-Zell-Lymphom, nicht weiter spezifiziert 
Angioimmunoblastisches T-Zell-Lymphom 
Anaplastisches großzelliges Lymphom  
Kutanes T-Zell-Lymphom 

5 
6 
3 
5 
4 
5 
3 

11,1 % 
0 % 
33,3 % 
11,1 % 
6,7 % 
11,1 % 
13,3 % 

10 
10 
10 
10 
5 
10 
5 

70 % 
63,3 % 
53,3 % 
53,3 % 
53,3 % 
46,7 % 
46,7 % 

Kim et al. 
2016 

Extranodales NK-/T-Zell-Lymphom, nasaler Typ 
Peripheres T-Zell-Lymphom, nicht weiter spezifiziert 
Angioimmunoblastisches T-Zell-Lymphom 
Anaplastisches großzelliges Lymphom 
Lymphoblastisches T-Zell-Lymphom 

  56 
44 
16 
32 
19 

 
 
Σ54,7 % 

Yi et al. 2018 Lymphomatoide Papulose 
Primär kutanes anaplastisches großzelliges 
Lymphom 
Mycosis fungoides mit großzelliger Transformation 

  16 
13 
14 

100 % 
100 % 
100 % 

Zhang et al. 
2019 

Anaplastisches großzelliges Lymphom 
Peripheres T-Zell-Lymphom, nicht weiter spezifiziert 
Angioimmunoblastisches T-Zell-Lymphom 
Extranodales NK-/T-Zell-Lymphom, nasaler Typ 

  15 
43 
10 
14 

73,3 % 
67,4 % 
60 % 
50 % 

(ALK: Anaplastische Lymphomkinase, EZH2/1+: Anzahl an Gewebeproben mit positiver EZH2/1-
Expression in Prozent. Die Cutoff-Werte für eine positive Expression wurden jeweils innerhalb der 
Studien bestimmt, n: Anzahl der Gewebeproben, NK: Natürliche Killerzellen) 

Darüber hinaus fanden einige Studien Assoziationen zwischen erhöhter EZH2-Proteinexpression 

und verschiedenen klinischen Markern wie dem Vorhandensein von B-Symptomen, erhöhter LDH-

Konzentration im Serum, erhöhtem ß2-Mikroglobulin sowie einer Ki-67 Erhöhung (Shi et al.,2015; 

Abdalkader et al.,2016; Liu et al.,2019; Zhang et al.,2019). Abdalkader et al. untersuchten ferner die 

Assoziation der beiden Paraloge EZH1 und EZH2 in NK-/T-Zell-Neoplasien und konnten 

gegensätzliche Proteinexpressionsmuster in sowohl normalem als auch neoplastischem lymphoiden 

Gewebe sowie eine gegensätzliche Beziehung zur Ki-67-Expression beobachten. Während die 

Autor:innen über die NK-/T-Zell-Neoplasien hinweg eine Überexpression von EZH2 feststellen 

konnten, wurde die Expression von EZH1 nur in 12,5 % der Fälle als positiv beschrieben (Abdalkader 
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et al.,2016). Weitere Daten über EZH1-Proteinexpressionsmuster und/oder eine Assoziation dieser 

zum Überleben von Patient:innen mit T-NHL sind bisher nicht bekannt. 

Die Erkenntnisse zur Assoziation des konsekutiven Transkriptionsrepressionsmarkers H3K27me3 

und der Prognose von Krebspatient:innen sind divers: Einerseits wird eine hohe H3K27me3-

Proteinexpression in hepatozellulären Karzinomen (HCC) (Cai et al.,2011) und 

Plattenepithelkarzinomen des Ösophagus (He et al.,2009) mit einer schlechteren Prognose 

assoziiert. Andererseits zeigt sich bei Ovarial-, Brust- und Pankreaskarzinomen eine schlechtere 

Prognose bei niedriger Proteinexpression (Wei et al.,2008). Bei Patient:innen mit ENKTL ist eine 

hohe H3K27me3-Proteinexpression mit einer besseren Prognose und niedrigen klinischen Stadien 

verbunden (Liu et al.,2019). Bislang ist der H3K27me3 Expressionsstatus und dessen Assoziation mit 

anderen Prognosemarkern und dem Überleben in weiteren Subtypen von T-Zell-Neoplasien kaum 

untersucht. 

Auch die Korrelation von EZH2 und H3K27me3 stellt sich heterogen dar: Während Kim et al. in einer 

Studie, die mehrere T-Zell-Lymphom Entitäten integrierte (ENKTL, PTCL-NOS, AITL, ALCL und Akute 

lymphoblastische T-Zell-Lymphome (T-LBL)), eine mäßig positive Korrelation beschreiben 

(r = 0,230, p = 0,002) (Kim et al.,2016), wird bei ENKTL über eine starke inverse Korrelation der 

Proteinexpression berichtet (r = -0,652, p = 0,002) (Liu et al.,2019). Aufgrund dieser Ergebnisse wird 

auch eine mögliche nicht-kanonische Funktion von EZH2 in der Onkogenese von T-NHL diskutiert 

(Yan et al.,2013; Yan et al.,2016; Liu et al.,2019). 

Nicht nur epigenetische Modifikationen beeinflussen Genexpressionsmuster in hohem Maße. Ein 

weiterer entscheidender Aspekt in der Genregulation ist die Feinabstimmung auf 

posttranskriptionaler Ebene. Das Ribonukleinsäure (RNA)-Transkript ist Ergebnis eines stark 

regulierten Prozesses, der zur Reifung der mRNA führt (El Marabti und Younis,2018). Die 

Schlüsselfaktoren der posttranskriptionalen Kontrolle sind microRNAs und RNA-bindende Proteine 

(RBP). RBP binden doppel- oder einzelsträngige RNA, bilden Ribonukleoproteinkomplexe aus und 

beeinflussen jeden Aspekt der posttranskriptionellen Regulierung. Abbildung 4 veranschaulicht die 

nuklearen (Transkription, Spleißen, Capping, Polyadenylierung) und zytoplasmatischen (Transport, 

Lokalisierung, Translation, Abbau) Schritte des mRNA-Metabolismus (Gebauer et al.,2021; Guillemin 

et al.,2021). Eine Störung dieser präzisen Maschinerie führt zu einem abweichenden Zellverhalten, 

welche eine bösartige Transformation und damit die Entstehung und Entwicklung von Malignomen 

verursachen kann (Wurth,2012; Pereira et al.,2017; Wang et al.,2019). Darüber hinaus wird die Rolle 

von RBP im Zusammenhang mit Therapieresistenzen durch vielfältige Mechanismen wie die 
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Regulation der RNA-Stabilität, die Translation, das alternative Spleißen und mögliche Interaktionen 

mit microRNAs vielfach diskutiert (Übersicht in Cen et al.,2023)).  

 
Abbildung 4: Die RNA-bindenden Proteine und ihre zahlreichen Funktionen in der 
posttranskriptionellen Genregulation. Dargestellt sind nukleare (Transkription, Spleißen, Capping, 
Polyadenylierung) und zytoplasmatische (Transport, Lokalisierung, Translation, Abbau) Schritte des 
mRNA-Metabolismus (modifiziert nach Gebauer et al.,2021) 

Die Gruppe der heterogenen nuklearen Ribonukleoproteine (hnRNP), die RNA-Moleküle im Zellkern 

binden und beeinflussen, umfasst mehr als 30 verschiedene Mitglieder (Dreyfuss et al.,1993). Das 

RNA-binding motif protein X-linked (RBMX) (auch hnRNP G genannt) ist einer der Vertreter dieser 

heterogenen Proteingruppe. RBMX besteht aus 391 Aminosäureresten und weist eine RNA-

Bindungsdomäne am N-Terminus auf (Soulard et al.,1993). Ursprünglich ist RBMX als Kernprotein 

bekannt, welches als Teil des Supra-Spleißosoms die Auswahl alternativer Spleißstellen 

konzentrationsabhängig steuert (Martinez-Contreras et al.,2007; Heinrich et al.,2009). Weiterhin 

wird RBMX eine regulatorische Rolle bei der Aufrechterhaltung und dem zentromerischen Schutz 

der Schwesternchromatidkohäsion während der Zellteilung zugesprochen (Matsunaga et al.,2012). 

Unlängst veröffentlichte Daten zeigen, dass RBMX in der Lage ist, die Genomstabilität während der 

Replikation sicherzustellen, indem das Protein an repetitive DNA-Sequenzen bindet (Zheng et 

Lokalisation

Zytoplasma

Translation

Degradation

Export

Nukleolus

SpleißenTranskription

Zellkern

RNA-bindende Proteine SpleißosomRNA Pol II Zytoskelett           Ribosom    Ribonukleasen
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al.,2020). Eine Depletion von RBMX führt deshalb zu Replikationsdefekten und somit 

Genominstabilität (Munschauer et al.,2018; Zheng et al.,2020).  

RBMX wurde bisher als potenzieller Tumorsuppressor bei Plattenepithelkarzinomen der Mundhöhle 

(Shin et al.,2006; Shin et al.,2008; Shin et al.,2011) und Lungenkrebs (Renieri et al.,2014) 

vorgeschlagen. Bezüglich der Vermittlung von Chemotherapieresistenzen, welche wie bereits 

beschrieben bei T-Zell-Neoplasien sehr häufig vorkommen, liefern mehreren Studien Hinweise auf 

eine entscheidende Rolle von RBMX. So wird berichtet, dass eine RBMX-Depletion zu einer 

Sensibilisierung gegenüber DNA-Schäden, die durch ionisierende Strahlung und verschiedene 

genotoxische Medikamente induziert wurden, führt (Adamson et al.,2012). Weiterhin weist eine 

Studie in HCC-Zellen eine Sorafenib-Resistenz bei gleichzeitiger RBMX-Überexpression nach (Song 

et al.,2020). Bei Exom-Sequenzierungsanalysen wurden RBMX-Missense-Mutationen in 

Vemurafenib-resistenten papillären Schilddrüsenkrebszellen nachgewiesen (Antonello et al.,2017). 

Die Funktion von RBMX bei der Krebsentstehung und der Förderung von Therapieresistenz wurde 

allerdings insbesondere im Kontext von T-Zell-Lymphomen lediglich sporadisch untersucht und ist 

bisher unzureichend geklärt. 

Die Ergebnisse der Assoziation der RBMX-Proteinexpressionsmuster mit klinischen Parametern in 

verschiedenen Neoplasien sind heterogen: Hohe RBMX-Expressionswerte werden mit einem 

verbesserten Überleben in Endometriumkarzinomen (Ouyang et al.,2011; Hirschfeld et al.,2015) 

und Urothelkarzinomen (Yan et al.,2021) assoziiert, während eine erhöhte RBMX-Expression in HCC 

(Song et al.,2020) und bei Kopf-Hals-Tumoren (Guo et al.,2020) mit einem schlechteren Überleben 

in Verbindung gebracht werden. Erst kürzlich veröffentlichte Daten zeigen, dass RBMX bei 

Patient:innen mit akuter myeloischer Leukämie (AML) im Vergleich zu Gesunden überexprimiert ist 

und der Verlust von RBMX die Leukämieentwicklung verzögert (Prieto et al.,2021). Aktuelle Studien 

der Arbeitsgruppe Weber haben gehäuft Mutationen von RBMX in PTCL nachgewiesen 

(unpubliziert). Weitere veröffentlichte Daten über die Proteinexpression von RBMX in reifzelligen T-

Zell-Lymphomen existierten bis zum Zeitpunkt der Einreichung und Publikation der RBMX-Studie 

nach bestmöglichem Kenntnisstand nicht. 

Insgesamt zeigt sich ein heterogenes und bisher unzureichend kartiertes Bild der EZH1/2-, 

H3K27me3- und RBMX-Proteinexpressionen im Kontext von Therapieresistenz und 

Prognoseabschätzung von an T-NHL erkrankten Patient:innen. Diese Proteinexpressionen anhand 

eigens hergestellter Tissue Microarrays (TMA) aus Tumorgewebe, welches vor Einleitung der 

Erstlinientherapie entnommen wurde, zu erfassen und mit den dazugehörigen klinischen und 
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histopathologischen Patient:innendaten in Beziehung zu setzen, war Gegenstand der beiden 

Studien. 

Es ergeben sich somit drei wesentliche Ziele der explorativen Arbeiten: 

1. Erfassung der Proteinexpression von EZH1, EZH2, H3K27me3 und RBMX sowie der klinisch-

pathologischen Daten einer Kohorte von T-Zell-Lymphom Patient:innen 

2. Analyse potenzieller Expressionsunterschiede zwischen den T-Zell-Lymphom Subentitäten 

sowie Korrelation der immunhistochemischen Proteinexpressionsmuster untereinander  

3. Untersuchung der Assoziationen zwischen den erhobenen Proteinexpressionsmustern und 

klinisch-pathologischen Daten, dem Therapieansprechen sowie dem Gesamtüberleben (OS) 

und dem progressionsfreien Überleben (PFS) der Patient:innen  
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2 Diskussion  
Die vorgelegten Studien untersuchen die Proteinexpression von EZH1, EZH2, H3K27me3 und RBMX 

anhand von TMAs, um deren prognostische Bedeutung in T-Zell-Lymphomen zu evaluieren. Die 

Studienkohorte, welche aus 56 Patient:innen besteht, beinhaltet 14 verschiedene T-NHL 

Subentitäten und bildet damit die immanente Heterogenität der T-Zell-Lymphome ab. In Tabelle 1 

ist die Verteilung der Entitäten im Vergleich zu den bereits oben gezeigten weltweiten Daten von 

Vose et al. aufgeführt (Vose et al.,2008). Es zeigt sich, dass sowohl bei Vose et al. als auch in den 

beiden vorgelegten Studien PTCL-NOS, AILT und ALCL die größten Subentitäten ausmachen. Das 

durchschnittliche Alter der Patient:innen bei Diagnose liegt bei 60,26 Jahren (Median: 60,33 Jahre), 

wobei die Altersspanne von 19 bis 92 Jahren reicht. Es wurden 18 (32,1 %) Patientinnen und 38 

(67,9 %) Patienten eingeschlossen. 

Tabelle 2: Verteilung der T-Zell Non-Hodgkin-Lymphome (T-NHL) und akuten T-Zell-Leukämien (T-
ALL) innerhalb der Studienkohorte im Vergleich zu Vose et al. 2008 (eigene Darstellung) 

Entitäten 
Studien-
kohorte 

Vose 
et al. 

n % % 
Nodale  
T-NHL 

Peripheres T-Zell-Lymphom, nicht weiter spezifiziert 
Angioimmunoblastisches T-Zell-Lymphom 
Anaplastisches großzelliges Lymphom, ALK-negativ 
Nodales peripheres T-Zell-Lymphom mit 
T-Helferzell Phänotyp 

11 
16 
7 
3 

19,6 % 
28,6 % 
12,5 % 
5,4 % 

25,9 % 
18,5 % 
5,5 % 

Extranodale  
T-NHL 

T-Zell Prolymphozyten Leukämie 
T-Zell-Leukämie der groß-granulierten Lymphozyten 
Enteropathie-assoziiertes T-Zell-Lymphom 
Monomorphes epitheliotropes intestinales T-Zell-Lymphom 
Extranodales NK-/T-Zell-Lymphom, nasaler Typ 
Subkutanes Panniculitis-like T-Zell-Lymphom 
Mycosis Fungoides 
Sézary Syndrom 
Zerebrales T-Zell-Lymphom 
Lymphoproliferative Erkrankung nach Transplantation, 
vom polymorphen Subtyp 

1 
2 
2 
1 
2 
1 
1 
1 
1 
1 
 
 

1,8 % 
3,6 % 
3,6 % 
1,8 % 
3,6 % 
1,8 % 
1,8 % 
1,8 % 
1,8 % 
1,8 % 
 

 
 

9,1 % 
 

4,3 % 
0,5 % 

T-ALL Early T-Zell akute lymphatische Leukämie 
Thymic T-Zell akute lymphatische Leukämie 

3 
3 

  

  Σ 56 100 %  

(ALK: Anaplastische Lymphomkinase, n: Anzahl der Patient:innen, NK: Natürliche Killerzellen) 

Als erstes Ergebnis der EZH1/2-Studie kann festgehalten werden, dass im Vergleich zu normalem 

Lymphknotengewebe die EZH2- und H3K27me3-Proteinexpression in T-Zell-Lymphomen erhöht, 

während die EZH1-Proteinexpression vermindert ist  
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(EZH1 vs. normales Lymphknotengewebe: Median = 5 vs. 45; p = 0,001; EZH2 vs. normales 

Lymphknotengewebe: Median = 85 vs. 30; p = 0,016; H3K27me3 vs. normales Lymphknotengewebe: 

Median = 185 vs. 130; p = 0.054). Dieser Befund ist vereinbar mit den Erkenntnissen aus bereits 

besprochenen früheren Veröffentlichungen (Yan et al.,2013; Shi et al.,2015; Abdalkader et al.,2016; 

Kim et al.,2016; Yi et al.,2018). Die vorgelegte Studie kann ebenfalls keine Expressionsunterschiede 

zwischen den Lymphomsubentitäten nachweisen, wobei die Aussagekraft dieses Ergebnisses bei 

der kleinen Anzahl an Patient:innen pro Subentität eingeschränkt belastbar ist. 

Weiterhin zeigen die Ergebnisse analog zu denen früherer Veröffentlichungen (Abdalkader et 

al.,2016; Zhang et al.,2019), dass eine hohe EZH2-Proteinexpression in der Kohorte der nodalen T-

NHL mit zwei der erfassten Marker assoziiert ist, die für einen ungünstigeren Verlauf bekannt sind. 

Denn die EZH2-Proteinexpression ist bei Patient:innen mit B-Symptomen (Median: 130) im 

Vergleich zu denen ohne B-Symptome (Median: 53,8) erhöht (p = 0,031). Eine erhöhte EZH2-

Proteinexpression ist ebenfalls bei Patient:innen mit hohem Ki-67-Index (Median: 150) im Vergleich 

zu denen mit niedrigem Index (Median: 47,5) zu beobachten (p = 0,059). Jedoch besteht 

insbesondere mit dem Ansprechen auf Erstlinientherapie keine Assoziation. 

Die univariable Überlebenszeitanalyse zeigt in beiden Kohorten bei Patient:innen mit hoher EZH2-

Proteinexpression ein kürzeres OS im Vergleich zu denen mit niedriger Expression (T-NHL: medianes 

OS 78,0 (95 %-Konfidenzintervall (KI): 0,0–178,0) vs. 16,0 Monate (95 %-KI: 0,0– 38,5); p = 0,011; 

nodale T-NHL: medianes OS 124,0 (95 %-KI: 13,8–234,2) vs. 16,0 Monate (95 %-KI: 0,0–40,0); p = 

0,012). Weiterhin ist eine hohe EZH2-Proteinexpression mit einem kürzeren PFS verbunden (T-NHL: 

medianes PFS 29,0 (95 %-KI: 16,3–41,7) vs. 9,0 Monate (95 %-KI: 4,2–13,8); p = 0,016; nodale T-NHL: 

medianes PFS 22,0 (95 %-KI: 0,0–71,0) vs. 9,0 Monate (95 %-KI: 4,8–13,2); p = 0,042). 

In einem Cox-Regressionsmodell, welches die bekannten prognostischen Faktoren Geschlecht, 

Alter, ggf. Ann Arbor Stadium, B-Symptome, KM-Infiltration und die erfassten Proteinexpressionen 

von EZH1, EZH2 und H3K27me3 beinhaltete, ist EZH2 ebenfalls ein unabhängiger prognostischer 

Marker für das OS (T-NHL: Hazard Ratio (HR) = 8,245; 95 %-KI: 1,898-35,826; p = 0,005; nodale T-

NHL: HR = 28,398; 95 %-KI: 2,166-372,334; p = 0,011) und PFS (T-NHL: HR = 3,754; 95 %-KI: 1,233-

11,426; p = 0,020; nodale T-NHL: HR = 5,147; 95 %-KI: 1,472-17,998; p = 0,010). Damit sind die in 

dieser Studie vorgelegten Ergebnisse bezüglich der EZH2-Proteinexpression und deren 

Assoziationen zu Überlebenszeiten und klinischen Markern kohärent zu denen der bereits 

genannten Studien. Sie unterstützen die Annahme, dass eine höhere EZH2-Proteinexpression ein 

geeigneter prognostischer Marker zur Vorhersage einer ungünstigen Prognose für Patient:innen mit 
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T-Zell-Lymphomen ist. Zudem deuten die Daten darauf hin, dass EZH2 ein potenzielles Therapieziel 

in diesen T-Zell-Neoplasien sein könnte. Dieser Befund macht weitere Untersuchungen zu den 

zellbiologischen und molekularen Auswirkungen einer erhöhten EZH2-Expression im Kontext von T-

NHL dringend erforderlich.  

Auch H3K27me3 kann im Vergleich zu normalem Lymphknotengewebe im untersuchten 

Lymphomgewebe überexprimiert nachgewiesen werden. Lymphome mit hoher Trimethlyierung 

sind in der univariablen Analyse mit einem schlechteren Überleben assoziiert (T-NHL: medianes OS 

58,0 (95 %-KI: 0,0–165,0) vs. 36,0 (95 %-KI: 0,0–73,7) Monate; p = 0,014; nodale T-NHL: medianes 

OS 124,0 (95 %-KI: 8,6–239,4) vs. 11,0 (95 %-KI: 0,0–50,4) Monate; p = 0,033). Allerdings ist 

H3K27me3 in der multivariablen Cox-Regressionsanalyse kein unabhängiger prognostischer Marker. 

Es lassen sich zudem keine Assoziationen zu klinischen oder pathologischen Befunden der 

Patient:innen feststellen. Eine mögliche Korrelation zwischen der EZH2- und der H3K27me3-

Proteinexpression wurde ebenfalls betrachtet, kann jedoch in den Daten nicht beobachtet werden 

(r = 0,175; p = 0,224). Aus mehreren Gründen legen daher die Ergebnisse dieser Studie nahe, dass 

EZH2 die Prognose von Patient:innen mit T-Zell-Lymphomen möglicherweise durch seine nicht-

kanonischen Funktionen beeinflussen könnte. Denn es besteht keine Korrelation der 

Proteinexpression von EZH2 und H3K27me3 sowie kein Zusammenhang zwischen der H3K27me3-

Proteinexpression und den untersuchten klinisch-pathologischen Markern. Darüber hinaus ist die 

H3K27me3-Proteinexpression in der multivariablen Analyse kein unabhängiger prognostischer 

Marker für das Überleben der untersuchten Patient:innen. Dies steht im Einklang mit vorliegenden 

Daten aus ENKTL-Studien, bei denen eine EZH2-Überexpression ebenfalls nicht mit der H3K27-

Trimethylierung assoziiert war und die Autor:innen auf eine nicht-kanonische Funktion von EZH2 in 

ENKTL schließen (Yan et al.,2013; Yan et al.,2016).  

Anders als bei den bereits beschriebenen Proteinen zeigt sich die EZH1-Proteinexpression im 

Vergleich zum untersuchten Normalgewebe über die gesamte Kohorte hinweg sehr gering. In der 

univariablen Analyse ist eine niedrige EZH1-Proteinexpression mit einem schlechten OS verbunden 

(T-NHL: medianes OS 16,0 (95 %-KI: 7,6-24,4) vs. 124,0 (95 %-KI: 16,4-232,0) Monate; p = 0,016; 

nodale T-NHL: medianes OS 16,0 (95 %-KI: 2,5-29,5) vs. 124,0 (95 %-KI: 0,0 -272,9) Monate; p = 

0,020). Darüber hinaus ist die EZH1-Proteinexpression im Cox-Regressionsmodell ein unabhängiger 

prognostischer Marker für das OS (T-NHL: HR = 0,183; 95 %-KI: 0,044-0,767; p = 0,020; nodale T-

NHL: HR = 0,085; 95 %-KI: 0,008-0,859; p = 0,037). Eine Assoziation zwischen der EZH1-

Proteinexpression und klinischen oder pathologischen Markern kann allerdings ebenso wenig wie 
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eine Korrelation zwischen EZH1 und EZH2 nachgewiesen werden. Einschränkend ist den Ergebnissen 

hinzuzufügen, dass die Proteinexpression wie bereits beschrieben insgesamt sehr gering war, was 

die Beurteilung der Färbungen und das Festlegen des H-Scores für die Untersucher:innen 

erschwerte. Dies könnte auch eine mögliche Erklärung für die fehlenden Korrelationen zwischen 

EZH1 und EZH2 sowie den klinisch pathologischen Markern sein.  

Die Arbeitsgruppe Weber erhob parallel mittels Next Generation Sequencing den EZH1/2-

Mutationsstatus in einer Kohorte von monomorphen epitheliotropen intestinalen T-Zell-

Lymphomen (MEITL). Klinische Daten dieser Kohorte waren nicht vorhanden. Insgesamt wurden 11 

Fälle auf EZH1-Mutationen und 33 Fälle auf EZH2-Mutationen untersucht. Die Analysen weisen 

lediglich eine EZH2-Mutation, die in der Su(var)3-9-Enhancer-of-zeste-Trithorax (SET)-Domäne 

lokalisiert ist, nach. In den untersuchten Proben kann keine einzige EZH1-Mutation identifiziert 

werden. Auf Grundlage der singulären EZH2-Mutation lassen sich potenzielle Zusammenhänge zur 

Proteinexpression von EZH1, EZH2 oder H3K27me3 nicht untersuchen. Diese Ergebnisse stehen im 

Einklang mit früheren Studien, in denen EZH2-Mutationen bei T-NHL selten waren: einer von 36 

Fällen (2,7 %) PTCL-NOS und ein AITL-Fall von 84 Fällen (1,2 %) in einer Kohorte bestehend aus AITL, 

PTCL-NOS, ALCL und MEITL, die sich als Einzelnukleotidvarianten präsentieren (Maura et al.,2020). 

Darüber hinaus haben mehrere Gruppen auch mittels Whole exome sequencing keine EZH1-

Mutationen feststellen können (Palomero et al.,2014; Sakata-Yanagimoto et al.,2014; Crescenzo et 

al.,2015; Roberti et al.,2016; Wang et al.,2017; Watatani et al.,2019; Laginestra et al.,2020; Maura 

et al.,2020). 

Mechanistische Studien zeigen, dass im Vergleich zu etablierten EZH2-spezifischen Inhibitoren 

(GSK126 oder Tazemetostat) die duale EZH1- und EZH2-Hemmung (z.B. Valemetostat) zu einer 

deutlich stärkeren Senkung der Trimethylierung führt (Yamagishi et al.,2019; Kagiyama et al.,2021). 

Bei selektiver EZH2-Hemmung kommt es nicht zu einer vollständigen Herunterregulierung von 

H3K27me3, vermutlich weil EZH1 in der Lage ist, Teilaspekte der EZH2-Funktion bei deren Verlust 

zu kompensieren (Shen et al.,2008; Yamagishi et al.,2019). Die duale Hemmung von EZH2 und EZH1 

führt über eine effektive H3K27me3-Hemmung zu einer starken Letalität in verschiedenen 

Lymphomen, darunter auch PTCL (Yamagishi et al.,2019). Diese Erkenntnisse stehen in Diskrepanz 

zu den bereits besprochenen Daten zur nicht-kanonischen Rolle von EZH2 bei der Entstehung von 

ENKTL (Yan et al.,2013; Yan et al.,2016). Welche Funktionen von EZH1/2 – die kanonische oder die 

nicht-kanonische – in welchem Ausmaß in der Pathogenese von T-Zell-Lymphomen eine Rolle 
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spielen oder ob beide Mechanismen gleichzeitig aber abhängig vom zellulären Kontext agieren, gilt 

es zukünftig zu beleuchten. 

Zusammenfassend lässt sich konstatieren, dass EZH1 und EZH2 in den untersuchten T-Zell-

Lymphomen prognostische Marker sind, wobei eine erhöhte EZH2-Expression und eine erniedrigte 

EZH1-Expression jeweils mit einem ungünstigen Krankheitsverlauf assoziiert sind. In Ermangelung 

bereits publizierter Daten und aufgrund ihrer Heterogenität zu den Auswirkungen der EZH1/2-

Expression auf Überlebensparameter in anderen Malignomen wurden in einem nächsten Schritt 

mithilfe des The Cancer Genome Atlas (TCGA) (https://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/) die EZH1/2-

Genexpressionen in der aus mehreren Neoplasien zusammengesetzten TCGA Pan-Cancer 

(PANCAN)-Studie betrachtet. Auch hier zeigt sich ein divergenter Zusammenhang der EZH1- bzw. 

EZH2-Expression zu den Überlebensraten. Für die weitere Verifikation der prognostischen 

Bedeutung von EZH1/2 in T-NHL sind prospektive Studien mit größeren Kohorten erforderlich. 

Darüber hinaus sind weitere experimentelle Untersuchungen wichtig, um die molekularen 

Mechanismen von EZH2 insbesondere im Zusammenspiel mit EZH1 in T-Zell-Lymphomen 

aufzuklären. Dieses Verständnis kann dabei helfen, die Effektivität der Therapie mit spezifischen 

EZH2- und/ oder dualen EZH1/2-Inhibitoren in biologisch rational definierten Gruppen von T-NHL zu 

überprüfen. 

Die RBMX-Studie betrachtet die immunhistochemische Proteinexpression von RBMX in T-Zell-

Lymphomen, dessen Alteration in verschiedenen Malignomen mit Tumorgenese und 

Resistenzentwicklung assoziiert ist (Cai et al.,2021). Es lassen sich keine Unterschiede der RBMX-

Proteinexpression zwischen Tumor- und Normalgewebe feststellen. Weiterhin können erneut keine 

Proteinexpressionsunterschiede zwischen den Subentitäten gefunden werden. Dieses Ergebnis 

muss ebenfalls vor dem Hintergrund der kleinen Anzahl an Patient:innen pro Subentität betrachtet 

werden.  

Eine hohe RBMX-Proteinexpression ist mit klinischen Parametern assoziiert, die für einen 

moderaten Verlauf der Krankheit bekannt sind (Leukozytenzahl innerhalb des Referenzbereiches vs. 

Leukozytenzahl erhöht: Mittelwert 193 vs. 118, (p = 0.023), keine KM-Infiltration vs. KM-Infiltration: 

Mittelwert 152 vs. 107, (p = 0.090)). Im Gegensatz dazu zeigt sich in den ersten Betrachtungen dieser 

Studie eine hohe RBMX-Proteinexpression bei Patient:innen, die auf die Erstlinienbehandlung nicht 

ansprachen (Stable Disease oder Progressive Disease) und zwar unabhängig vom verwendeten 

Therapieregime (Resistent vs. sensitiv: Mittelwert 178 vs. 128; p = 0,029). Auch in weiterführenden 

Analysen, in die nur Patient:innen, die in Erstlinientherapie CHOP bzw. CHOEP erhielten, 
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eingeschlossen wurden, sind hohe RBMX-Proteinexpressionswerte mit einer Therapieresistenz auf 

die anthrazyklinhaltige Chemotherapie bei Patient:innen mit T-NHL assoziiert (Resistent vs. sensitiv: 

Mittelwert 185 vs. 127; p = 0,018; Receiver Operating Characteristic (ROC)-Analyse Area Under Curve 

(AUC) = 0,725; 95 %-KI: 0,550-0,901; p = 0,012). Allerdings können diese Ergebnisse in der kleineren 

Untergruppe der primär nodalen T-NHL nicht beobachtet werden, was möglicherweise auf die 

geringe Größe der Untergruppe zurückzuführen ist. Die Daten stimmen mit den kürzlich von Song 

et al. veröffentlichten überein, die ebenfalls eine Chemotherapieresistenz bei gleichzeitiger RBMX-

Überexpression in HCC zeigen (Song et al.,2020). 

Frühere Studien zeichnen wie bereits beschrieben ein indifferentes Bild zwischen RBMX-

Expressionsniveau und Prognose bei verschiedenen Krebsarten (Ouyang et al.,2011; Hirschfeld et 

al.,2015; Guo et al.,2020; Song et al.,2020; Prieto et al.,2021; Yan et al.,2021). In der univariablen 

Analyse ist eine hohe RBMX-Proteinexpression mit einem kürzeren OS assoziiert (T-NHL: medianes 

OS 78,0 (95 %-KI: 0,0-160,2) vs. 11,0 (95 %-KI: 5,5-16,5) Monate; p < 0,001; nodale T-NHL: medianes 

OS 124,0 (95 %-KI: 14,0-233,9) vs. 13,0 (95 %-KI: 8,7-17,3) Monate; p = 0,001). Weiterhin besteht 

eine Assoziation zwischen hoher RBMX-Proteinexpression und einem kürzeren PFS bei der Kohorte 

von T-NHL Patient:innen (medianes OS 17,0 (95 %-KI: 2,6-31,4) vs. 7,0 (95 %-KI: 0,0-14,4) Monate; 

p = 0,012). Im Cox-Regressionsmodell, welches Geschlecht, Alter, ggf. Ann Arbor Stadium, B-

Symptome und KM-Infiltration einschloss, zeigt sich ebenfalls, dass RBMX in T-NHL ein unabhängiger 

prognostischer Marker für das OS (HR = 0,204; 95 %-KI: 0,064-0,646; p = 0,007) und das PFS (HR = 

0,235; 95 %-KI: 0,083-0,666; p = 0,006) ist. Bei Patient:innen mit nodalem T-NHL-Phänotyp war die 

RBMX-Proteinexpression ein unabhängiger prognostischer Marker ausschließlich für das OS (HR = 

0,149; 95 %-KI: 0,025-0,898; p = 0,038).  

Die Ergebnisse deuten an, dass die RBMX-Proteinexpression zur Chemotherapieresistenz beiträgt 

und somit bei hoher Ausprägung das Überleben von Patient:innen mit T-NHL negativ beeinflusst. 

Bisher veröffentlichte Studien zeigen wie bereits ausgeführt ein inhomogenes Bild im Kontext 

verschiedener Neoplasien. Eine bereits nach dieser Studie erschienene Veröffentlichung legt Daten 

vor, die die tumorsuppressiven Eigenschaften von RBMX untermauern, und zeigt, dass RBMX die 

Produktion von pro-apoptotischen Proteinen fördert und gleichzeitig die Produktion von 

Onkogenen herunterfährt (Hao et al.,2022). Diese Daten legen eine vom tumorbiologischen Kontext 

abhängige Auswirkung einer alterierten RBMX-Expression nahe. Translationale Studien mit 

größeren Kohorten könnten zu einem besseren Verständnis der Funktion von RBMX bei 

Krebsentstehung sowie Chemotherapieresistenz und dessen Relevanz als prognostischer Biomarker 
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führen. Darüber hinaus sind weitere mechanistische Zell- und molekularbiologische Experimente in 

Modellen mit definierten tumorbiologischen Hintergründen unabdingbar, um die molekularen 

Mechanismen und biologischen Funktionen von RBMX-Alterationen zu verstehen.  

Aufgrund des retrospektiven Charakters der beiden vorgelegten explorativen Studien, der großen 

Heterogenität der Kohorte bei gleichzeitig geringer Fallzahl weisen die Ergebnisse einige 

Limitationen auf. Aufgrund der Seltenheit von T-Zell-Neoplasien ist eine referenzpathologische 

Begutachtung klinischer Standard, weshalb die Diagnosen aller Patient:innen vor Einschluss in die 

Studie referenzpathologisch nach den Kriterien der zum Zeitpunkt der Studie gültigen vierten WHO- 

bzw. European Group for the Immunological Characterization of Leukemias (EGIL)-Klassifikationen 

begutachtet wurden. Dabei kam es zur Reklassifizierung von vier Patient:innen. Ein Patient, dessen 

Diagnose nicht eindeutig zu stellen war, musste von der Studie ausgeschlossen werden. 

Letztlich konnten Gewebeproben von 56 Patient:innen mit T-Zell-Neoplasien (T-NHL und T-ALL 

Fälle) zur Konstruktion der TMAs genutzt werden. Um deren Vergleichbarkeit zu gewährleisten, 

mussten weitere vier Patient:innen von den Expressionsanalysen ausgeschlossen werden. Denn von 

ihnen war ausschließlich Gewebematerial vorhanden, welches erst nach Einleitung der 

Erstlinientherapie – zum Beispiel im Rahmen von Rezidivdiagnostik – entnommen worden war. Von 

verbliebenen 52 Patient:innen war Tumorgewebe, welches vor Einleitung der Erstlinientherapie 

gewonnen worden war, vorhanden. In den Veröffentlichungen wurden zusätzlich die Daten der 

Patient:innen mit T-ALL (n=6) aufgrund der stark von den T-NHL abweichenden Tumorbiologie 

ausgeschlossen, was die Fallzahl auf 46 (EZH1/2-Studie) bzw. 43 (RBMX-Studie) T-NHL Patient:innen 

mit vollständigen klinischen Daten und auswertbaren Tumormaterial reduzierte. Aufgrund der 

geringen Fallzahl unterliegt die explorative Studie einem hohen Risiko von statistischen Fehlern bei 

multiplen Tests. Die Interpretation der Ergebnisse ist im Sinne des Ansatzes der Studie explorativ zu 

werten.  

Die TMAs wurden aus Formalin-fixiertem und paraffineingebettetem (FFPE) Lymphom- und 

Leukämiegewebe konstruiert. Aus jedem Tumorblock wurden zwei Stanzen entnommen und bei der 

Auswertung der Mittelwert der H-Scores (McCarty et al.,1985) gebildet, um die Repräsentativität 

der Gewebestanzen für das Tumorgewebe zu gewährleisten. Verwendet wurden im Institut für 

Pathologie des Universitätsklinikums Halle (Saale) (UKH) lagernde Gewebeblöcke von nach 

abgeschlossener Diagnostik verbliebenen Tumorprobenresten. Die Gewebeproben befanden sich 

zum Teil mehrere Jahre im hiesigen Archiv, sodass trotz optimaler Lagerungsbedingungen 

grundsätzlich die Gefahr einer Antigendegradierung besteht (Xie et al.,2011). Es wurden je nach 
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Verfügbarkeit der Gewebeblöcke verschiedene Gewebearten integriert. Den größten Anteil machen 

Lymphknotengewebe (52,8 %) und KM-Gewebe (18,9 %) aus. Weiterhin wurden in absteigender 

Reihenfolge Bindegewebe (5,7 %), Nasopharynx (5,7 %), Darmgewebe (5,7 %), Hautgewebe (3,8 %), 

Milzgewebe (1,9 %), Tonsille (1,9 %) und Mediastinum (1,9 %) eingeschlossen. Insbesondere das 

entkalkungsbedürftige knöcherne Gewebe lässt, bedingt durch den Entkalkungsprozess, eine 

gewisse Alteration der Antigene erwarten. Obwohl Lymphknotengewebe den größten Anteil 

ausmachte, ist die Vergleichbarkeit der verschiedenen Materialarten zu hinterfragen. Weiterhin ist 

bei den Proben, die vor 2014 im Institut für Pathologie bearbeitet wurden, nicht bekannt, ob in 

jedem Fall gepufferter Formaldehyd zur Anwendung kam. Um die Auswertung der Stanzen mittels 

H-Score zu objektivieren, wurden sie unabhängig von zwei Untersucher:innen (Franziska Lea 

Schümann, Dr. med. Marcus Bauer) ausgewertet. Zur Qualitätskontrolle der 

immunhistochemischen Färbungen wurden Gewebeproben mit bekanntem Färbestatus mitgeführt. 

Zusätzlich halfen die nachträglich durchgeführten Großflächenschnitte dabei, die Färbereaktion von 

Bystander-Immun- sowie Stroma-Zellen einordnen zu können. Es ist zu beachten, dass bei den 

immunhistochemischen Färbungen die EZH1-, EZH2-, H3K27me3- und RBMX-Expression auf 

Proteinlevel nachgewiesen wird, sodass potentielle Mutationen, Spleißvarianten oder andere 

posttranslationale Modifikationen nicht erfasst werden können. 

Neben den Stärken der TMA Technik (große Probenanzahl, geringe Kosten bei Materialersparnis, 

Erhalt der Gewebeproben für spätere Untersuchungen, standardisierte Auswertungsbedingungen 

(Bubendorf et al.,2001; Kallioniemi et al.,2001)) zeigten sich im Verlauf der Arbeit in der Methode 

begründete Hindernisse. Aufgrund des kleinen Durchmessers der in die TMAs eingebrachten 

Gewebestanzen gingen einzelne Areale beim Schneide- und Färbeprozess gehäuft verloren. Erst der 

Einsatz hochadhäsiver Objektträger (Apex BOND, Leica) führte zu einer verbesserten Adhäsion der 

Gewebestanzen auf den Objektträgern. Letztlich erwiesen sich im Durchschnitt 11,9 % der Stanzen 

als nicht auswertbar, was den Angaben der Literatur entspricht (Gillett et al.,2000). 

Die klinischen Patient:innendaten wurden retrospektiv von der Verfasserin erhoben. Teilweise 

unvollständig waren insbesondere die Daten von Patient:innen, die erst im späteren Verlauf ihrer 

Erkrankung im UKH behandelt worden waren, da detaillierte klinische Daten ihrer Erstdiagnose zum 

Teil nicht in den jeweiligen Akten vermerkt waren. Insgesamt waren Daten zu Laborwerten, dem 

ECOG-Status und dem Ki-67-Index inkomplett, weshalb eine Beurteilung der Zusammenhänge zu 

den Proteinexpressionsdaten kritisch zu hinterfragen ist. 



 20 

Die äußerste Seltenheit der Erkrankung und deren Heterogenität stellen Studien zu T-Zell-

Lymphomen vor große Herausforderungen, denn meist können nur wenige Patient:innen einer 

Tumorentität integriert werden. Die Studienkohorte ist sehr heterogen und musste für die Analysen 

in Subgruppen (T-NHL und nodale T-NHL), die wiederum in sich sehr divers sind, unterteilt werden. 

In früheren Studien, die sich primär mit der EZH2-Proteinexpression befassten, konnten 2016 

Abdalkader et al. 25 Patient:innen, 2015 Shi et al. 57 Patient:innen, und 2019 Zhang et al. 68 

Patient:innen mit primär nodalen T-NHL einschließen. Bei einer Fallzahl von 34 nodalen T-NHL kann 

also durchaus ein Vergleich zu älteren Studien stattfinden. Bisher sind der Verfasserin keine Daten 

zur RBMX-Proteinexpression in T-NHL bekannt, sodass diese explorative Betrachtung erste wichtige 

Hinweise in diesem Forschungsfeld gibt. Die geringe Stichprobengröße, die bei der Untersuchung 

von T-Zell-Lymphomen leider üblich ist, stellt Wissenschaftler:innen vor große Herausforderungen 

und ist einer der Gründe, aus dem sich Patient:innen mit T-Zell-Lymphomen einem 

unbefriedigendem Ansprechen auf Standardtherapie und einer schlechten Langzeitprognose 

ausgesetzt sehen. Um diese Lücke zu schließen, befindet sich derzeit ein deutschlandweites Register 

sowie eine Biomaterialdatenbank für reifzellige systemische T-Zell-Lymphome der German 

Lymphoma Alliance und der Ostdeutschen Studiengruppe Hämatologie und Onkologie im Aufbau. 

Die für dieses Dissertationsvorhaben erhobenen Daten wurden bereits in dieses Register integriert. 

Zusammenfassend weist die EZH1/2-Studie entgegengesetzte Expressionsmuster der untersuchten 

Proteine nach und zeigt einen divergenten prognostischen Einfluss in den Überlebensanalysen. In 

der univariablen Analyse ist eine hohe EZH1-Proteinexpression mit einer verbesserten Prognose 

verbunden, während eine hohe EZH2- und H3K27me3-Proteinexpression mit einer schlechteren 

assoziiert ist. Die multivariable Analyse zeigt, dass die EZH2- und EZH1-Proteinexpression 

unabhängige, in unterschiedliche Richtungen weisende prognostische Parameter für das Überleben 

sind. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass neben dem epigenetischen Modifikator EZH2, der 

bereits in zahlreichen Studien untersucht wurde, auch sein Paralog EZH1 insbesondere im 

Zusammenspiel mit EZH2 in der Entstehung von T-Zell-Neoplasien eine wichtige Rolle spielen 

könnte. Die RBMX-Studie belegt, dass eine hohe RBMX-Proteinexpression ein schlechtes 

Ansprechen auf eine anthrazyklinhaltige Erstlinientherapie vorhersagt und mit einer schlechteren 

Prognose verbunden ist. 

Beide Studien zeigen, dass die Proteinexpressionen von häufig alterierten epigenetischen 

Modifikatoren und RNA-Bindeproteinen in der Lage sind, die Prognose von Patient:innen mit T-Zell-

Neoplasien zu bestimmen. Sowohl EZH1/2 als auch RBMX sind nicht nur vielversprechende 
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prognostische Marker, sondern auch mögliche therapeutische Ziele im Kontext von T-Zell-

Lymphomen. Die weitere experimentelle Untersuchung der molekularen Mechanismen ist deshalb 

unerlässlich, um die noch stark begrenzten Therapiemöglichkeiten der Patient:innen zu erweitern 

und deren Prognose damit langfristig zu verbessern.  
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4 Thesen 

1. Im Vergleich zu normalem Lymphknotengewebe zeigt sich in T-Zell-Lymphomgewebe die EZH2- 

und H3K27me3-Proteinexpression erhöht, während die EZH1-Proteinexpression vermindert ist. 

2. Patient:innen mit hoher EZH2-Proteinexpression weisen in der univariablen Analyse ein 

kürzeres Gesamtüberleben und progressionsfreies Überleben auf. 

3. Patient:innen mit niedriger EZH1-Proteinexpression weisen in der univariablen Analyse ein 

kürzeres Gesamtüberleben auf. 

4. Im multivariablen Cox-Regressionsmodell sind eine erniedrigte EZH1- und eine erhöhte EZH2-

Proteinexpression unabhängige prognostische Marker für ein kürzeres Gesamtüberleben. 

5. Während Patient:innen mit hoher H3K27me3-Proteinexpression in der univariablen Analyse ein 

kürzeres Gesamtüberleben aufweisen, zeigt sich die H3K27me3-Proteinexpression im 

multivariablen Cox-Regressionsmodell nicht als unabhängiger prognostischer Marker für das 

Überleben. 

6. Eine hohe RBMX-Proteinexpression ist mit einem schlechteren Ansprechen auf 

anthrazyklinhaltige Erstlinienchemotherapie assoziiert. 

7. Patient:innen mit hoher RBMX-Proteinexpression weisen in der univariablen Analyse ein 

kürzeres Gesamtüberleben und progressionsfreies Überleben auf. 

8. Im multivariablen Cox-Regressionsmodell ist eine erhöhte RBMX-Proteinexpression ein 

unabhängiger prognostischer Marker für ein kürzeres Gesamtüberleben. 
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1. Introduction 
Lymphoid neoplasms with T-cell differentiation are a heterogeneous group of rare 

diseases that are classified by the World Health Organization (WHO) in immature acute 
T-cell lymphoblastic leukemias (T-ALL) and mature post-thymic T-/NK-cell neoplasms 
(T-NHL) [1]. The latter, also known as peripheral T-cell lymphomas (PTCL), are classified 
into primary cutaneous, primary leukemic, and aggressive with nodal or extranodal 
manifestation, depending on the clinical presentation. For decades, the first-line standard 
therapy for most T-NHL subtypes has not changed. CHO(E)P (cyclophosphamide, 
doxorubicin, vincristine, (etoposide), and prednisone), a standard chemotherapy for B-
cell lymphomas, is usually chosen as first-line treatment, although refractoriness and 
relapse are common [2,3]. 

Understanding of epigenetics in cancer development and tumor progression has 
improved rapidly in recent years, leading to the development of targeted therapies. 
Enhancer of zeste homologue 1 and 2 (EZH1/2), the catalytic subunit of polycomb 
repression complex 2 (PRC2), is one of the best studied histone-modifying enzymes and 
thus the target of numerous new therapeutics. EZH1/2 contains a catalytic domain at the 
COOH terminus that trimethylates the 27th lysine residue of histone H3 (H3K27me3) [4–
7]. H3K27me3 is widely known as a marker for transcriptional repression [6–8]. The 
paralogues EZH1 and EZH2 have different expression patterns: while EZH1 is present in 
dividing and differentiated cells, EZH2 is found only in highly proliferative cells [9]. 
Furthermore, PRC2 complexes containing EZH2 have higher methyltransferase activity 
than those containing EZH1 [9]. Assuming that EZH1 compensates for the loss of EZH2 
[10,11], not only the effect of EZH2-selective inhibitors, but also dual EZH1/2 inhibitors 
are currently under intense clinical investigation [12].  

The basis for these new developments was the detection of EZH1/2 alterations and/or 
EZH1/2 overexpression in many different neoplasms and their association with 
metastasis, poor prognosis, and treatment failure [13–16]. Mutations of EZH1 and/or 
EZH2 are described as rare or absent in T-cell lymphomas by a number of groups [17–24]. 
Furthermore, EZH1 expression has been reported to be low in T-NHL [25]. Even less is 
known about its association with progression or prognosis. In contrast, EZH2 is frequently 
overexpressed in T-NHL [25–30] and additionally appears to be associated with an 
unfavorable prognosis [30]. Several studies have shown associations between elevated 
EZH2 protein expression and various clinical markers such as the presence of B 
symptoms, elevated serum lactate dehydrogenase (LDH) levels, elevated ß2-
microglobulin, and an increase in the proliferation marker Ki-67 [25,29–31].  

In contrast to EZH2, several studies have demonstrated an inconsistent correlation 
between histone lysine modification H3K27me3 and cancer prognosis [32–34]. The 
conflicting results may suggest that methylation of different target genes occurs 
depending on its cellular context [35]. In patients with extranodal natural killer/T-cell 
lymphoma, nasal type (NKTCL), high H3K27me3 protein expression was associated with 
better prognosis and low clinical stages [31]. To date, expression in further subtypes of T-
cell neoplasms has been studied less. A correlation between EZH2 and H3K27me3 in T-
cell neoplasms was previously investigated by some research groups with conflicting 
results [26,31]. Thus, a possible non-canonical function (H3K27-specific histone 
methyltransferase) of EZH2 in oncogenesis is currently discussed [28,31].  

Overall, T-cell lymphomas show a heterogeneous and so far insufficiently 
characterized profile of EZH1, EZH2, and H3K27me3 expression as well as a poorly 
studied correlation of these proteins with each other and with clinicopathological 
markers. To improve our understanding of these epigenetic factors, the present study 
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Abstract: T-cell lymphomas are highly heterogeneous and their prognosis is poor under the 
currently available therapies. Enhancers of zeste homologue 1 and 2 (EZH1/2) are histone H3 lysine-
27 trimethyltransferases (H3K27me3). Despite the rapid development of new drugs inhibiting 
EZH2 and/or EZH1, the molecular interplay of these proteins and the impact on disease progression 
and prognosis of patients with T-cell lymphomas remains insufficiently understood. In this study, 
EZH1/2 mutation status was evaluated in 33 monomorphic epitheliotropic intestinal T-cell 
lymphomas by next generation sequencing and EZH1/2 and H3K27me3 protein expression levels 
were detected by immunohistochemistry in 46 T-cell lymphomas. Correlations with 
clinicopathologic features were analyzed and survival curves generated. No EZH1 mutations and 
one (3%) EZH2 missense mutation were identified. In univariable analysis, high EZH1 expression 
was associated with an improved overall survival (OS) and progression-free survival (PFS) whereas 
high EZH2 and H3K27me3 expression were associated with poorer OS and PFS. Multivariable 
analysis revealed EZH1 (hazard ratio (HR) = 0.183; 95% confidence interval (CI): 0.044–0.767; p = 
0.020;) and EZH2 (HR = 8.245; 95% CI: 1.898–35.826; p = 0.005) to be independent, divergent 
prognostic markers for OS. In conclusion, EZH1/2 protein expression had opposing effects on the 
prognosis of T-cell lymphoma patients. 
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1. Introduction 
Lymphoid neoplasms with T-cell differentiation are a heterogeneous group of rare 

diseases that are classified by the World Health Organization (WHO) in immature acute 
T-cell lymphoblastic leukemias (T-ALL) and mature post-thymic T-/NK-cell neoplasms 
(T-NHL) [1]. The latter, also known as peripheral T-cell lymphomas (PTCL), are classified 
into primary cutaneous, primary leukemic, and aggressive with nodal or extranodal 
manifestation, depending on the clinical presentation. For decades, the first-line standard 
therapy for most T-NHL subtypes has not changed. CHO(E)P (cyclophosphamide, 
doxorubicin, vincristine, (etoposide), and prednisone), a standard chemotherapy for B-
cell lymphomas, is usually chosen as first-line treatment, although refractoriness and 
relapse are common [2,3]. 

Understanding of epigenetics in cancer development and tumor progression has 
improved rapidly in recent years, leading to the development of targeted therapies. 
Enhancer of zeste homologue 1 and 2 (EZH1/2), the catalytic subunit of polycomb 
repression complex 2 (PRC2), is one of the best studied histone-modifying enzymes and 
thus the target of numerous new therapeutics. EZH1/2 contains a catalytic domain at the 
COOH terminus that trimethylates the 27th lysine residue of histone H3 (H3K27me3) [4–
7]. H3K27me3 is widely known as a marker for transcriptional repression [6–8]. The 
paralogues EZH1 and EZH2 have different expression patterns: while EZH1 is present in 
dividing and differentiated cells, EZH2 is found only in highly proliferative cells [9]. 
Furthermore, PRC2 complexes containing EZH2 have higher methyltransferase activity 
than those containing EZH1 [9]. Assuming that EZH1 compensates for the loss of EZH2 
[10,11], not only the effect of EZH2-selective inhibitors, but also dual EZH1/2 inhibitors 
are currently under intense clinical investigation [12].  

The basis for these new developments was the detection of EZH1/2 alterations and/or 
EZH1/2 overexpression in many different neoplasms and their association with 
metastasis, poor prognosis, and treatment failure [13–16]. Mutations of EZH1 and/or 
EZH2 are described as rare or absent in T-cell lymphomas by a number of groups [17–24]. 
Furthermore, EZH1 expression has been reported to be low in T-NHL [25]. Even less is 
known about its association with progression or prognosis. In contrast, EZH2 is frequently 
overexpressed in T-NHL [25–30] and additionally appears to be associated with an 
unfavorable prognosis [30]. Several studies have shown associations between elevated 
EZH2 protein expression and various clinical markers such as the presence of B 
symptoms, elevated serum lactate dehydrogenase (LDH) levels, elevated ß2-
microglobulin, and an increase in the proliferation marker Ki-67 [25,29–31].  

In contrast to EZH2, several studies have demonstrated an inconsistent correlation 
between histone lysine modification H3K27me3 and cancer prognosis [32–34]. The 
conflicting results may suggest that methylation of different target genes occurs 
depending on its cellular context [35]. In patients with extranodal natural killer/T-cell 
lymphoma, nasal type (NKTCL), high H3K27me3 protein expression was associated with 
better prognosis and low clinical stages [31]. To date, expression in further subtypes of T-
cell neoplasms has been studied less. A correlation between EZH2 and H3K27me3 in T-
cell neoplasms was previously investigated by some research groups with conflicting 
results [26,31]. Thus, a possible non-canonical function (H3K27-specific histone 
methyltransferase) of EZH2 in oncogenesis is currently discussed [28,31].  

Overall, T-cell lymphomas show a heterogeneous and so far insufficiently 
characterized profile of EZH1, EZH2, and H3K27me3 expression as well as a poorly 
studied correlation of these proteins with each other and with clinicopathological 
markers. To improve our understanding of these epigenetic factors, the present study 
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evaluated the EZH1/2 mutation status in a cohort of 33 monomorphic epitheliotropic 
intestinal T-cell lymphomas (MEITL) by next generation targeted sequencing and 
detected EZH1/2 and H3K27me3 expression levels by immunohistochemistry in 46 T-cell 
lymphomas.  

2. Materials and Methods 
2.1. Patients and Samples 

Thirty-three MEITL samples, classified by hematopathologists, were collected. While 
EZH1 and EZH2 mutation analysis by WES was performed in 11 samples, the mutation 
status of EZH2 was analyzed in all 33 samples by targeted sequencing. Available patient 
characteristics are summarized in Table 1, but no survival data or further clinical data 
were available for these cases, so they were not included in further analyses of clinical and 
survival data. 

Table 1. Characteristics of mutation analysis patients. 

Characteristics 
MEITL 
n = 33 
n (%) 

Sex 
Female 16 (49) 
Male 12 (36) 

Not evaluable 5 (15) 
Age  Median (years) (range) 62 (38–92) 

Histopathology   

CD3positive 33 (100) 
CD4negative 31(94) 
CD8positive 27 (82) 

CD58positive 31 (94) 

T-cell Receptor  
αβpositive 10 (30) 
γδpositive 9 (27) 

Not evaluable 14 (42) 
Abbreviations: MEITL—monomorphic epitheliotropic intestinal T-cell lymphoma; n —number; 
CD—cluster of differentiation. 

A cohort of 46 patients with T-NHL and available survival data who received 
treatment at University Hospital Halle (Saale) between 2006 and March 2020 met inclusion 
criteria for tissue microarray (TMA) construction. T-NHL tissue samples were provided 
for TMA construction by the Institute of Pathology of the University Hospital Halle 
(Saale). The patients were identified through a review of the internal hospital database 
and those with available formalin fixated paraffin embedded (FFPE) T-cell lymphoma 
tissue were included in the sense of a convenience sample. Patients with an age below 18 
years at initial diagnosis were excluded. The diagnosis of all patients who met the 
inclusion criteria was verified by two pathologists (C.W. and M.B. (Marcus Bauer)) 
according to the 2017 WHO criteria [1]. Five out of 57 original samples had to be excluded 
because the integrated tissue samples were not from the primary diagnosis or the 
diagnosis was not confirmed. Clinicopathological characteristics at the time of primary 
diagnosis including age, sex, histologic phenotype, B symptoms, Ann Arbor stage, 
International Prognostic Index (IPI), Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) status, 
bone marrow involvement (BMI), LDH level, white blood cell (WBC) count, Ki-67 
expression, (response to) first-line chemotherapy, occurrence of relapses, and follow-up 
data were recorded. 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-NOS), seven cases of anaplastic large-
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cell lymphomas, ALK-negative (ALCL, ALK-negative), three cases of intestinal T-NHL, 
two cases of NKTCL, two cases of T-cell large granular lymphocytic leukemia (T-LGL), 
and five cases of other subtypes (Mycosis fungoides (MF) n = 1, subcutaneous panniculitis-
like T-cell lymphoma (SPTCL) n = 1, T-cell prolymphocytic leukemia (T-PLL) n = 1, 
cerebral T-NHL n = 1, and polymorphic post-transplant lymphoproliferative disorder 
(PTLD) n = 1). The recorded clinicopathological characteristics are summarized in Table 
2.  

Table 2. Characteristics of tissue microarray patients. 

Characteristics 
T-NHL  
n = 46 

Nodal T-NHL 
n = 34 

n (%) n (%) 

Sex 
Female 15 (33) 12 (35) 
Male 31 (67) 22 (65) 

Age  Median (years) (range) 64.1 (36–92) 64.4 (51–92) 

B symptoms 
Absent 27 (59) 20 (59) 
Present 18 (39) 14 (41) 

Not evaluable 1 (2) 0 (0) 

Bone marrow  
involvement 

Absent 32 (70) 25 (74) 
Present 10 (22) 7 (21) 

Not evaluable 4 (9) 2 (6) 

Ann Arbor stage 
Stages I and II 8 (17) 6 (18) 

Stages III and IV 28 (61) 25 (74) 
Not evaluable 10(22) 3 (9) 

IPI 
0–2 18 (39) 15 (44) 
3–5 19 (41) 17 (50) 

Not evaluable 9 (20) 2 (6) 

ECOG 
0–1 20 (43) 16 (47) 
2–5 6 (13) 5 (15) 

Not evaluable 20 (43) 13 (38) 

WBC 
Normal 13 (28) 8 (24) 

Upper limit of normal 11 (24) 7 (21) 
Not evaluable 22 (48) 19 (56) 

LDH 
Normal 6 (13) 2 (6) 

Upper limit of normal 19 (41) 17 (50) 
Not evaluable 21 (46) 15 (44) 

Ki-67 expression 
<65% 16 (35) 12 (35) 
>65% 14 (30) 10 (29) 

Not evaluable 19 (35) 12 (35) 

Relapse 
Absent 23 (50) 14 (41) 
Present 23 (50) 20 (59) 

First-line treatment 
(R)-CHO(E)P 37 (80) 33 (97) 

Others 9 (20) 1 (1) 
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; (R)-CHO(E)P—(rituximab)-cyclophosphamide, doxorubicin, 
vincristine, (etoposide) and prednisone containing chemotherapy. 

2.2. Sequencing and Mutation Analysis  
Whole exome sequencing (WES) was performed in a total of 11 MEITL and the 

available corresponding normal tissue from one tumor sample. Genomic DNA was 
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extracted from FFPE tumor tissues and subsequently treated with uracil DNA glycosylase 
(UGD; GeneRead DNA FFPE Kit, Qiagen, Hilden, Germany) to suppress FFPE induced 
sequencing artifacts. After using the Agilent AllHuman V5 kit, sequencing was 
accomplished on an Illumina sequencing platform with paired end 100 base-pair reads. 
An FFPE-tissue optimized analysis pipeline was used for the analysis of single nucleotide 
polymorphisms (SNP) and copy number variations (CNV). SNP occurring in the 
sequenced normal tissue sample, dbSNP137, or in the 1000 genome database with a 
frequency of more than 1% were excluded. Mutations with allele frequencies below 10% 
were excluded because of the low frequency. MutSig and DOTS-Finder algorithms were 
used to identify the most significant and functional relevant mutations.  

Targeted sequencing was performed on the WES-cohort and 22 additional cases. A 
custom Haloplex panel (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA) targeting 71 
genes, exomes, or hotspots of mutated T-cell neoplasms was used for mutational analysis. 
Libraries were sequenced using an Illumina system. Variants were called using the 
appreci8 pipeline [36]. Read depth was set to a minimum of 20, the minimum number of 
variant allele read to 5 and the minimum variant allele frequency (VAF) to 5%. The 
pipeline automatically filtered artifacts and SNPs based on call characteristics. These 
include, but are not limited to, a variant’s base quality, presence of a variant in common 
databases (e.g., dbSNP, 1000 genomes, and COSMIC) and the effect of a variant based on 
in silico prediction. Additionally, manual investigation of all borderline calls was 
performed using the integrated genome viewer (IGV). 

2.3. Tissue Microarray Construction 
TMAs were prepared using a manual tissue arrayer (Beecher Instruments Inc., Sun 

Prairie, WI, USA), as described previously [37]. Hematoxylin and eosin (H&E) staining 
was obtained from each donor block, and representative tumor regions were 
morphologically identified and marked by a pathologist (M.B. (Marcus Bauer)). Two 0.6-
mm-diameter tissue cores were extracted from these marked areas and arranged on 
recipient paraffin blocks. Adequate controls for specific antibodies including liver tissue, 
tonsil tissue, breast cancer, seminoma, prostate carcinoma, and osteosarcoma were added.  

2.4. Immunohistochemistry and Scoring 
Immunohistochemistry (IHC) for EZH1, EZH2, and H3K27me3 was performed 

following a standard protocol using a Bond III automated immunostainer (Leica 
Biosystems Nussloch GmbH, Wetzlar, Germany) and the Bond Polymer Refine Detection 
Kit (DS9800-CN). In addition to the tumor samples, 10 normal lymph node tissues were 
stained to compare the expression levels of healthy and tumor tissues. The primary 
antibodies used in this study were the following: EZH1 (1:100, Abcam, Cambridge, UK; 
ab137693), EZH2 (1:100; Cell Signaling, Danvers, MA; 3147s), and H3K27me3 (1:200, Cell 
Signaling, Danvers, 9733s). Immunostaining was assessed by two investigators (M.B. 
(Marcus Bauer) and F.L.S.) using the Zeiss Axioscope 5 microscope (Carl Zeiss 
Mikroskopie GmbH, Jena, Germany). The two investigators were blinded to pathologic 
and clinical data. Staining was evaluated semiquantitatively using the H-scoring method 
[38]. The H-score for one patient was calculated from the mean of two stains. In 89% of 
the cases, the results of the two examiners agreed, confirming the reproducibility of the 
used evaluation method.  

2.5. Statistical Analysis 
Analyses were performed for the entire study cohort, followed by nodal T-NHL 

phenotypes. Comparison of continuous variables between two groups was evaluated 
with the Mann-Whitney U test and between multiple groups with the Kruskal–Wallis test 
using Bonferroni’s correction. Associations between the protein expressions were 
assessed using the Spearman correlation. Univariable overall survival (OS) and 
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progression-free survival (PFS) analyses were performed with the Kaplan–Meier method. 
Statistical comparisons between groups were made by log rank tests. Multivariable 
analysis was performed using a Cox proportional hazards model with the Enter method 
to evaluate the impact of previously defined variables (age, sex, Ann Arbor stage, B 
symptoms, BMI, and protein expression of EZH1, EZH2, and H3K27me3) 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. Receiver operating characteristic (ROC) and Youden Index were 
used to determine a cutoff value for protein expression to divide the samples into two 
groups of high and low expression, respectively. Patients alive at the last follow-up date 
were censored. All p-values were interpreted exploratorily. 

3. Results 
3.1. EZH1 and EZH2 Mutations 

In the MEITL cohort, the mutational status of EZH1 and EZH2 was investigated by 
next generation sequencing (NGS; Figure 1). EZH1 mutation status was analyzed in 11 
MEITL cases, but no mutation could be detected. EZH2 mutation status was analyzed in 
33 MEITL cases. A missense mutation with unknown biological impact located in the SET-
domain (Figure 1b) was found to be present in one sample (3%). Immunohistochemical 
EZH1 (n = 16), EZH2 (n = 27), and H3k27me3 (n = 31) expression was also evaluated for 
the cases studied (Figure 1). Based on the one mutation found, no association with EZH1, 
EZH2, or H3K27me3 protein expression could be detected. 

 
Figure 1. EZH1 and EZH2 mutations in monomorphic epitheliotropic intestinal T-cell lymphomas (MEITL): (a) EZH1 and 
EZH2 mutations and its association with EZH1, EZH2 and H3K27m3 protein expression. (b) Localization of the EZH2 
mutation in the SET-domain. Abbreviations: wt—wild type; mut—mutation.  

3.2. EZH1, EZH,2 and H3K27me3 Protein Expression Levels in T-Cell Lymphomas 
We compared the protein expression levels of T-cell lymphomas (n ≤ 46) with normal 

non tumor lymph node tissue samples (n = 10; Figure 2). EZH1 expression was found to 
be strongly decreased in tumor samples (median = 5; interquartile range (IQR) = 33) 
compared to normal lymphoid tissue (median = 45; IQR = 65; p = 0.001). In contrast, the 
expression of EZH2 (median = 85; IQR = 116) was increased compared to the controls 
(median = 30; IQR = 33; p = 0.016). Increased expression was also detected for H3K27me3 
in tumor samples (median = 185; IQR = 70) compared to normal tissues (median = 130; IQR 
= 55; p = 0.054).  

Representative immunohistochemical staining showing different levels of nuclear 
EZH1, EZH2, and H3K27me3 protein expression are illustrated in Figure 3. 
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Figure 2. EZH1, EZH2, and H3K27me3 protein expression (H-score) in T-cell lymphomas and non-
tumor tissues analyzed by immunohistochemistry. Boxplots represent the median and interquartile 
range of protein level (H-score). The number (n) of tissue samples is given below. p-values are 
shown above. 

 
Figure 3. Representative immunohistochemical features of EZH1, EZH2, and H3K27me3. (A–C) 
Immunohistochemical staining showing low (A), middle (B), and high (C) levels of nuclear EZH1 
expression. (D–F) Immunohistochemical staining showing low (D), middle (E), and high (F) levels 
of nuclear EZH2 expression. (G–H) Immunohistochemical staining showing low (G), middle (H), 
and high (I) levels of nuclear H3K27me3 expression. Original magnification ×400, the scale bars are 
50 μm. 

3.3. Associations between EZH1, EZH2 and H3K27me3 Protein Expression 
Correlations between EZH1, EZH2, and H3K27me3 protein expression (H-score) 

were analyzed in the entire study cohort. No correlation was observed between EZH1 and 
EZH2 (r = 0.127; p = 0.406; n = 45), EZH1 and H3K27me3 (r = 0.020; p = 0.899; n = 45), or 
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EZH2 and H3K27me3 (r = 0.175; p = 0.224; n = 46). Visually, no other associations were 
detected between EZH1, EZH2, and H3K27me3 protein expression (Figure 4).  

 
Figure 4. Scatterplot matrix visualizing the associations between EZH1, EZH2, and H3K27me3 
immunohistochemical protein expression (H-score). 

3.4. Associations between EZH1, EZH2 and H3K27me3 Protein Expression and 
Clinicopathological Characteristics 

Possible associations between protein expression of EZH1, EZH2, and H3K27me3 
with clinicopathological 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 were investigated. No relevant associations were seen 
in the entire study cohort. In the nodal T-NHL cases, high EZH2 protein expression was 
associated with both the presence of B symptoms (B symptoms vs. no B symptoms: 
median 130 vs. 53.8; p = 0.031; Figure 5a) and with a high Ki-67 Index (Ki-67 Index > 65 vs. 
Ki-67 Index < 65: median 150 vs. 47.5; p = 0.059; Figure 5b). A normal white blood cell 
count (WBC) was also associated with high EZH2 protein expression (WBC normal vs. 
upper limit of normal: median 165 vs. 70; p = 0.040; Figure 5c). No associations with sex, 
age, Ann Arbor stage, IPI, BMI, ECOG status, LDH, the occurrence of relapses, and 
response to first-line chemotherapy were noted. Furthermore, no associations between 
EZH1 and H3K27me3 with clinicopathological characteristics were observed in nodal T-
NHL. 
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Figure 5. EZH2 protein expression (H-score) according to clinicopathological characteristics in 
nodal T-cell non-Hodgkin’s lymphomas (T-NHL). (a) Corresponding boxplot of EZH2 protein 
expression depending on the presence of B symptoms. (b) Corresponding boxplot of EZH2 protein 
expression depending on Ki-67 expression. (c) Corresponding boxplot of EZH2 protein expression 
depending on white blood cell count. 

3.5. Divergent Effects of EZH1 and EZH2/H3K27me3 Protein Expression on Patient Prognosis  
Survival analyses were performed separately for all markers in the two cohorts 

(entire study cohort and nodal T-NHL cohort). The cohorts were divided into two groups 
using ROC-analysis: Patients with high protein expression and patients with low protein 
expression. Using the 1-year landmark as the end point, the cutoff point was set at an H-
score of 4 for EZH1, of 85 for EZH2, and of 203 for H3K27me3. At the time of analysis, 
median follow-up time for living patients was 25.0 months (range, 0 to 142). Overall, 21 
patients (45.7%) had died. 

In univariable analysis, EZH1low expression was associated with poorer OS rates in 
the entire cohort (EZH1low vs. EZH1high: median OS 16.0 (95% CI: 7.6–24.4) vs. 124.0 (95% 
CI: 16.4–232.0) months; p = 0.016; Figure 6a) and in nodal T-NHL cases (EZH1low vs. 
EZH1high: median OS 16.0 (95% CI: 2.5–29.5) vs. 124.0 (95% CI: 0.0–272.9) months; p = 0.020; 
Figure 6b). However, EZH1 protein expression was not associated with PFS in univariable 
analysis. 

 
Figure 6. Kaplan–Meier (KM) curves for overall survival (OS) according to EZH1 protein 
expression. (a) KM curve for OS according to EZH1 protein expression in T-NHL; (b) KM curve for 
OS according to EZH1 protein expression in nodal T-NHL. Abbreviations: T-NHL —T-cell non-



 43 

Biomedicines 2021, 9, 1842 10 of 16 
 

 

Hodgkin’s lymphomas; EZH1low—EZH1 protein expression with an H-score below 4; EZH1high—
H3K27me3 protein expression above or equal to an H-score of 4. 

In contrast, EZH2high expression was associated with poorer OS rates in the entire 
cohort (EZH2low vs. EZH2high: median OS 78.0 (95% CI: 0.0–178.0) vs. 16.0 (95% CI: 0.0–
38.5) months; p = 0.011; Figure 7a). This finding agrees with observations in the nodal T-
NHL subtypes (EZH2low vs. EZH2high: median OS 124.0 (95% CI: 13.8–234.2) vs. 16.0 (95% 
CI: 0.0–40.0) months; p = 0.012; Figure 7b). Furthermore, EZH2high expression was 
associated with inferior PFS rates in the entire study cohort (EZH2low vs. EZH2high: median 
PFS 29.0 (95% CI: 16.3–41.7) vs. 9.0 (95% CI: 4.2–13.8) months; p = 0.016; Figure 7c) and in 
nodal T-NHL cases (EZH2low vs. EZH2high: median PFS 22.0 (95% CI: 0.0–71.0) vs. 9.0 (95% 
CI: 4.8–13.2) months; p = 0.042; Figure 7d).  

 
Figure 7. Kaplan–Meier (KM) curves for overall survival (OS) and progression-free survival (PFS) 
according to EZH2 protein expression. (a) KM curve for OS according to EZH2 protein expression 
in T-NHL; (b) KM curve for OS according to EZH2 protein expression in nodal T-NHL; (c) KM curve 
for PFS according to EZH2 protein expression in T-NHL; (d) KM curve for PFS according to EZH2 
protein expression in nodal T-NHL. Abbreviations: T-NHL—T-cell non-Hodgkin’s lymphomas; 
EZH2 low—EZH2 protein expression with an H-score below 85; EZH2 high—EZH2 protein expression 
above or equal to an H-score of 85. 
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Following the epigenetic modifiers EZH1/2 themselves, the influence of their 
consecutive histone lysine modification H3K27me3 on patient survival was investigated. 
In univariable analysis, H3K27me3high expression was associated with poorer OS rates in 
the entire cohort (H3K27me3low vs. H3K27me3high: median OS 58.0 (95% CI: 0.0–165.0) vs. 
36.0 (95% CI: 0.0–73.7) months; p = 0.014; Figure 8a) and in nodal T-NHL cases 
(H3K27me3low vs. H3K27me3high: median OS 124.0 (95% CI: 8.6–239.4) vs. 11.0 (95% CI: 
0.0–50.4) months; p = 0.033; Figure 8b). 

 
Figure 8. Kaplan–Meier (KM) curves for overall survival (OS) according to H3K27me3 protein 
expression. (a) KM curve for OS according to H3K27me3 protein expression in T-NHL. (b) KM curve 
for OS according to H3K27me3 protein expression in nodal T-NHL. Abbreviations: T-NHL—T-cell 
non-Hodgkin’s lymphomas; H3K27me3 low—H3K27me3 protein expression with an H-score below 
203; H3K27me3 high—H3K27me3 protein expression above or equal to an H-score of 203. 

Multivariable Cox regression analysis of age, sex, Ann Arbor stage (only for nodal T-
NHL), B symptoms, BMI, and protein expression of EZH1, EZH2, and H3K27me3 was 
performed for OS and PFS. This analysis revealed EZH1 expression (HR = 0.183; 95% CI: 
0.044–0.767; p = 0.020; Table 3) and EZH2 expression (HR = 8.245; 95% CI: 1.898–35.826; p 
= 0.005; Table 3) to be independent prognostic markers for OS in the entire cohort. In nodal 
T-NHL cases, EZH1 (HR = 0.085; 95% CI: 0.008–0.859; p = 0.037; Table 3) and EZH2 (HR = 
28.398; 95% CI: 2.166–372.334; p = 0.011; Table 3) were also independent prognostic 
markers for OS.  

In terms of PFS, BMI (T-NHL: HR = 4.621; 95% CI: 1.706–12.515; p = 0.003; nodal T-
NHL: HR = 3.750; 95% CI: 1.252–11.231; p = 0.018; Table 3) and EZH2 expression (T-NHL: 
HR = 3.754; 95% CI: 1.233–11.426; p = 0.020; nodal T-NHL: HR = 5.147; 95% CI: 1.472–17.998; 
p = 0.010; Table 3) were independent prognostic markers in both cohorts. Age, sex, Ann 
Arbor stage, B symptoms, and H3K27me3 expression were not associated with OS or PFS 
in multivariable analysis. 
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Table 3. Multivariable analysis of overall survival (OS) and progression-free survival (PFS). 

 T-NHL 
(n = 41) 

Nodal T-NHL 
(n = 30) 

Variable Categories HR 
95% CI 

p-Value HR 
95% CI 

p-Value 
LL UL LL UL 

Overall Survival  
Sex female vs. male 3.816 0.990 14.699 0.052 2.900 0.462 18.198 0.256 

Age in years  1.053 0.998 1.111 0.059 1.070 0.979 1.171 0.137 
Ann Arbor stage III–IV vs. I–II     0.148 0.021 1.042 0.055 

B Symptoms present vs. absent 1.182 0.411 3.397 0.756 1.066 0.166 6.822 0.947 
Bone marrow involvement present vs. absent 2.148 0.614 7.513 0.232 1.312 0.220 7.814 0.766 

EZH1 expression high vs. low 0.183 0.044 0.767 0.020 0.085 0.008 0.859 0.037 
EZH2 expression high vs. low 8.245 1.898 35.826 0.005 28.398 2.166 372.334 0.011 

H3K27me3 expression high vs. low 2.322 0.688 7.836 0.175 3.500 0.735 16.652 0.115 
Progression-Free Survival 

Sex female vs. male 1.607 0.630 4.097 0.321 0.959 0.289 3.179 0.945 
Age in years  1.008 0.966 1.051 0.728 0.987 0.932 1.046 0.660 

Ann Arbor stage III–IV vs. I–II     0.933 0.249 3.495 0.918 
B Symptoms present vs. absent 1.299 0.512 3.298 0.582 0.888 0.250 3.159 0.855 

Bone marrow involvement present vs. absent 4.621 1.706 12.515 0.003 3.750 1.252 11.231 0.018 
EZH1 expression high vs. low 0.668 0.246 1.814 0.428 0.391 0.104 1.471 0.165 
EZH2 expression high vs. low 3.754 1.233 11.426 0.020 5.147 1.472 17.998 0.010 

H3K27me3 expression high vs. low 1.326 0.546 3.218 0.533 1.537 0.469 5.038 0.478 
Abbreviations: T-NHL—T-cell non-Hodgkin’s lymphomas; HR—hazard ratio; CI—confidence interval; LL—lower limit; 
UL—upper limit; n—number; EZH1 high—EZH1 protein expression above or equal to an H-score of 4; EZH1 low—EZH1 
protein expression with an H-score below 4; EZH2 high—EZH2 protein expression above or equal to an H-score of 85; 
EZH2 low—EZH2 protein expression with an H-score below 85; H3K27me3 high—H3K27me3 protein expression above 
or equal to an H-score of 203; H3K27me3 low—H3K27me3 protein expression with an H-score below 203. 

4. Discussion 
Aberrant epigenetic regulation has been shown to play a central role in the 

development of multiple malignancies. EZH2 functions as an important histone 
methyltransferase to regulate DNA methylation and control gene expression [12]. Over 
the past decade, studies have established that EZH2 is overexpressed in malignancies and 
that its high expression is associated with tumor progression and poor prognosis. In 
contrast, the function of EZH1 and expression status is a less studied field. In this study, 
we evaluated the EZH1/2 mutation status in a cohort of 33 MEITL by NGS and 
investigated the immunohistochemical protein expression of EZH1, EZH2, and 
H3K27me3 in combination with the clinical outcomes in 46 patients with T-cell 
lymphomas.  

In NGS analysis, EZH2 mutations were found to be present in just one MEITL case, 
which was located in the SET-domain. Furthermore, no EZH1 mutation could be 
identified. On the basis of the single mutation found, we could not detect any associations 
with protein expression of EZH1, EZH2, or H3K27me3. Our results are in line with 
previous studies reporting that mutations of EZH2 are rare in T-NHL: one in 36 cases 
(2.7%) in PTCL-NOS and one AITL case in 84 cases (1.2%) in a cohort consisting of AITL, 
PTCL-NOS, ALCL, and MEITL presented as nonsynonymous single nucleotide variants 
(SNV) [21]. In addition, several other groups have not identified mutations of EZH1 by 
WES [17–24]. Mutations of other PCR2 complex members such as embryonic ectoderm 
development (EED) and suppressor of Zeste 12 (SUZ12) were not studied, but also not 
detected in other T-NHL studies [17–24]. 
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Moreover, compared with normal lymph node tissues, EZH2 and H3K27me3 
proteins were found to be overexpressed in T-cell lymphomas, whereas EZH1 was 
underexpressed, which is consistent with previous reports [25–29]. Our further findings, 
along with those of others [14–17] show that high EZH2 protein expression was associated 
with poor prognosis in T-cell lymphomas and markers that are known for cancer 
progression. Strong EZH2 protein expression was associated with the presence of B 
symptoms (median 130 vs. 53.8; p = 0.031) and high Ki-67 expression (median 150 vs. 47.5; 
p = 0.059) in nodal T-NHL. The univariable analysis showed poorer OS rates in both 
cohorts exhibiting high EZH2 protein expression compared with those exhibiting low 
expression (T-NHL: median OS 78.0 vs. 16.0 months; p = 0.011; nodal T-NHL: median OS 
124.0 vs. 16.0 months; p = 0.012). Furthermore, high EZH2 protein expression was 
associated with inferior PFS rates (T-NHL: median PFS 29.0 vs. 9.0 months; p = 0.016; nodal 
T-NHL: median PFS 22.0 vs. 9.0 months; p = 0.042). In multivariable analysis, EZH2 was 
also an independent prognostic marker for OS (T-NHL: HR = 8.245; 95% CI: 1.898–35.826; 
p = 0.005; nodal T-NHL: HR = 28.398; 95% CI: 2.166–372.334; p = 0.011) and PFS (T-NHL: 
HR = 3.754; 95% CI: 1.233–11.426; p = 0.020; nodal T-NHL: HR = 5.147; 95% CI: 1.472–17.998; 
p = 0.010).  

H3K27me3 was also overexpressed and high protein expression also led to poor 
survival in univariable analysis (T-NHL: median OS 58.0 vs. 36.0 months; p = 0.014; nodal 
T-NHL: median OS 124.0 vs. 11.0 months; p = 0.033). However, H3K27me3 was not an 
independent prognostic marker in multivariable analysis and no associations with patient 
characteristics were observed. The correlation between EZH2 and its consecutive 
trimethylation of lysine 27 of histone H3 has previously been studied. In the context of T-
cell lymphomas, results have been inconclusive so far: on one hand, a moderate positive 
correlation integrating multiple T-cell lymphoma entities (NKTCL, PTCL-NOS, AITL, 
ALCL, and T-LBL) was found [26], on the other hand, a strong inverse correlation of 
protein expression was reported in NKTCL [31]. Our analysis showed no correlation 
between EZH2 and H3K27me3 protein expression (r = 0.175; p = 0.224). Since there was no 
correlation between EZH2 and H3k27me3, no association between H3k27me3 and the 
studied clinicopathological markers, and the impact of H3K27me3 protein expression on 
OS could not be confirmed in multivariable analysis, we concluded that EZH2 may also 
influence the outcome of T-cell lymphomas by non-canonical functions. 

Compared to the proteins already described, EZH1 was weakly expressed and 
associated with poorer survival when expressed at low levels. In univariable analysis, low 
EZH1 protein expression was associated with poor prognosis (T-NHL: median OS 16.0 vs. 
124.0 months; p = 0.016; nodal T-NHL: median OS 16.0 vs. 124.0 months; p = 0.020). 
Furthermore, EZH1 protein expression was also an independent prognostic marker for 
OS (T-NHL: HR = 0.183; 95% CI: 0.044–0.767; p = 0.020; nodal T-NHL: HR = 0.085; 95% CI: 
0.008–0.859; p = 0.037) in multivariable analysis. Thus, we can conclude that EZH1 and 
EZH2 have the opposite impact on the OS in the T-cell lymphomas cohorts studied. These 
results were replicated using The Cancer Genome Atlas (TCGA) (TCGA, https://tcga-
data.nci.nih.gov/tcga/) with data from the TCGA Pan-Cancer (PANCAN) study and an 
inverse association to survival rates could also be observed (Supplementary Figure S1, 
available at Biomedicines online). Furthermore, Abdalkader et al. examined the 
association between EZH1 and EZH2 in T/NK-cell neoplasms and observed opposing 
protein expression patterns in both normal and neoplastic lymphoid tissues as well as an 
opposing relationship with Ki-67 expression [25]. Restrictively, it is to be added that our 
correlation analysis showed no association between the two paralogs EZH1 and EZH2, 
which could have been due to the extremely low or negative EZH1 expression. 

Counterintuitively to our correlative study, in which EZH2 and EZH1 expression 
was not associated and low EZH1 expression conferred a poor prognosis, mechanistic 
studies revealed that dual inhibition of EZH1 and EZH2 is required for strong lethality in 
lymphomas due to increased EZH1 occupancy with focal H3K27me3 upregulation [12]. 
Valemetostat is a dual inhibitor of EZH1 and EZH2 that prevents trimethylation of H3K27, 
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leading to altered gene expression patterns, which suppresses proliferation of EZH1/2-
dependent cancer cells. Compared with established EZH2-specific inhibitors (GSK126), 
dual EZH1 and EZH2 inhibitors showed a significantly stronger reduction in H3K27me3 
levels [12,39]. In an ongoing open-label phase 1 study (NCT 02732275, November 2 2020 
data cut-off) evaluating valemetostat tosylate monotherapy, the objective response rate 
(ORR) was 55.6% in 45 relapsed/refractory (r/r) PTCL patients and 50% in 14 r/r adult T-
cell leukemia/lymphoma (ATL) patients [40]. The most frequently reported related 
treatment-emergent adverse events (TEAE) were decreased platelet count, dysgeusia, and 
anemia [40]. Based on these findings, a global phase 2 study of valemetostat tosylate 
monotherapy in patients with r/r peripheral T-cell lymphomas (n = 176) is currently 
ongoing (NCT 04703192). 

Because of the retrospective nature of this analysis and the large heterogeneity of the 
studied cohort, the results have some limitations. The small sample size, which is 
unfortunately common in the study of T-cell lymphomas, carries the risk of statistical 
error. In addition, the extremely low protein expression of EZH1 posed a problem because 
it made staining evaluation difficult. Prospective studies with larger cohorts are therefore 
urgently needed to investigate the function of EZH1/EZH2 during carcinogenesis. In 
addition, further mechanistic experiments are required to elucidate the molecular 
mechanisms of EZH1 and EZH2 in T-cell lymphomas.  

In conclusion, we have demonstrated that EZH1 and EZH2 mutations are rare in 
MEITL and therefore do not appear to be of particular significance. Nevertheless, the 
proteins studied in T-cell lymphomas had opposite expression patterns and effects in 
survival analyses. In univariable analysis, high EZH1 protein expression was associated 
with an improved OS and PFS, whereas high EZH2 and H3K27me3 protein expression 
were associated with poorer OS and PFS. Multivariable analysis showed that EZH2 and 
EZH1 protein expression were independent, divergent prognostic markers for OS. EZH2 
protein expression was also an independent prognostic marker for PFS. Targeting of both 
EZH1 and EZH2 enzyme activity may serve as a target for anticancer therapy in T-cell 
lymphomas. 

Supplementary Materials: The following are available online at 
www.mdpi.com/article/10.3390/biomedicines9121842/s1, Figure S1: Kaplan–Meier (KM) curves for 
overall survival (OS) according to EZH1 and EZH2 protein expression in the TCGA Pan Cancer 
(PANCAN) study. (a) KM curve for OS according to EZH1 protein expression. (b) KM curve for OS 
according to EZH2 protein expression. 
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Simple Summary: Patients with T-cell non-Hodgkin’s lymphomas (T-NHL) are often chemother-
apy 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 sug-
gest that RBMX protein expression levels might be a contributing factor towards chemotherapy re-
sistance 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. Re-
cently, it has been shown that RNA binding proteins have a crucial role for malignant tumor initia-
tion, 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 ex-
pression predicted an improved overall survival and progression-free survival in univariate analy-
sis. 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 pro-
gression-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 expres-
sion levels might be a contributing factor towards chemotherapy resistance and thus affect progno-
sis. 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;  
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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 an-
thracycline-containing chemotherapy combination, such as CHO(E)P (cyclophospha-
mide, doxorubicin, vincristine, (etoposide), and prednisone) [3]. Approximately 30% of 
patients face primary refractory disease [4,5], and most patients with refractory or re-
lapsed 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 RNA-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 pro-
teins 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 se-
lection 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 re-
ported 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 expres-
sion 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 previ-
ous 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 (mitomy-
cin 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 leu-
kemia and lymphoma tissues were included. The tissue samples originated from 43 pa-
tients 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 
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were > 18 years of age with a biopsy-proven diagnosis of T-NHL according to the 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 ex-
cluded since the integrated tissue samples did not originate from the primary diagnosis 
or the diagnosis was not confirmed. Clinicopathological characteristics at the time of pri-
mary 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 re-
sponse, 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 dis-
ease (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 Declara-
tion 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 us-
ing 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 rep-
resentative 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 osteosar-
coma 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 Pol-
ymer Refine Detection Kit (DS9800-CN). The primary antibody for RBMX (1:150; Abcam, 
Cambridge, UK; ab190352) was applied as recommended by the manufacturer. Im-
munostaining was assessed by two investigators (M.B. and F.L.S.) blinded to additional 
pathological 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 × 1) + (% of cells stained at intensity category 2 × 2) + (% of cells 
stained at intensity category 3 × 3)) was calculated from the mean of two stains. The con-
clusions 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 var-
iables 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. Sta-
tistical comparisons between groups were made by log rank tests. Receiver operating 
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characteristic (ROC)-analysis was used to determine a cutoff value for RBMX expression 
to divide the samples into two groups: RBMXhigh and RBMXlow. The resulting cutoff point 
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 pro-
portional 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 cen-
sored. 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 (angioim-
munoblastic T-cell lymphoma (AITL)) and nodal peripheral T-cell lymphoma with T fol-
licular helper phenotype (PTCL-TFH)), eight cases of peripheral T-cell lymphomas, not 
otherwise specified (PTCL-NOS), 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 (My-
cosis 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 char-
acteristics are summarized in Table 1. 

Table 1. Characteristics of patients. 

Characteristic 
T-NHL 
n = 43 

Nodal T-NHL 
n = 34 

n (%) n (%) 

Sex 
Female 14 (33) 12 (35) 
Male 29 (67) 22 (65) 

Age (years) 
<65 18 (42) 14 (41) 
>65 25 (58) 20 (59) 

B Symptoms 
Absent 24 (56) 20 (59) 
Present 19 (44) 14 (41) 

Bone marrow involve-
ment 

Absent 29 (67) 25 (74) 
Present 10 (23) 7 (21) 

Not evaluable 4 (9) 2 (6) 

Ann Arbor stage 
Stages I and II 8 (19) 6 (18) 

Stages II and IV 28 (65) 25 (74) 
Not evaluable 7 (16) 3 (9) 

IPI 
0–2 18 (42) 15 (44) 
2–4 19 (44) 17 (50) 

Not evaluable 6 (14) 2 (6) 

ECOG 
0–1 19 (44) 16 (47) 
2–5 5 (12) 5 (15) 

Not evaluable 19 (44) 13 (38) 

WBC 
Normal 12 (28) 8 (24) 

Upper limit of normal 11 (26) 7 (21) 
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Not evaluable 20 (47) 19 (56) 

LDH 
Normal 6 (14) 2 (6) 

Upper limit of normal 18 (42) 17 (50) 
Not evaluable 19 (44) 15 (44) 

Ki-67 expression 
<65% 15 (35) 12 (35) 
>65% 13 (30) 10 (29) 

Not evaluable 15 (35) 12 (35) 

Relapse 
Absent 21 (49) 14 (41) 
Present 22 (51) 20 (59) 

First-line treatment 
R-CHO(E)P 34 (79) 33 (97) 

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 expression 
(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 stain-
ing showing different levels of nuclear RBMX expression are illustrated in Figure 2. 

 
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-: an-
aplastic 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. 
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Figure 2. Histomorphology and RBMX immunohistochemistry. All samples were stained with he-
matoxylin and eosin (H&E) as exemplary shown in micrographies (A–C). The immunohistochemi-
cal stains for RBMX were examined and evaluated in conjunction with the H&E stains. Immuno-
histochemical staining showing low (D), middle (E), and high (F) levels of nuclear RBMX expres-
sion. Original magnification ×40, the scale bars are 100 µm. 

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 ex-
pression 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 chemo-
therapy (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. 

Table 2. Correlations between RBMX expression (H-score) and the clinicopathological characteris-
tics in T-NHL and nodal T-NHL. 

Characteristic 

T-NHL Nodal T-NHL 
RBMX Ex-
pression 
(Mean) 

p-
Value 

RBMX Ex-
pression 
(Mean) 

p-
Value 

Sex 
Female 131 

0.524 
132 

0.544 
Male 146 146 

Age (years) 
<65 155 

0.310 
154 

0.308 
>65 132 131 

B Symptoms 
Absent 133 

0.570 
132 

0.328 
Present 146 154 
Absent 152 0.090 153 0.034 
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Bone marrow 
involvement 

Present 107 94 

Ann Arbor stage 
Stages I and II 153 

0.402 
158 

0.494 
Stages II and IV 130 137 

IPI 
0–2 140 

0.433 
154 

0.295 
2–4 122 129 

ECOG 
0–1 140 

0.726 
145 

0.634 
2–5 128 128 

WBC 
Normal 193 

0.023 
186 

0.089 Upper limit of nor-
mal 

118 126 

LDH 
Normal 126 

0.741 
195 

0.304 Upper limit of nor-
mal 

137 144 

Ki-67 expression 
<65% 130 

0.375 
154 

0.493 
>65% 155 135 

Relapse 
Absent 145 

0.762 
148 

0.603 
Present 139 136 

Response to first-line 
treatment 

Resistant 178 
0.029 

167 
0.119 

Sensitive 128 130 
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. 

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-con-

taining 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. sen-
sitive: 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%). 

 
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 = 
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0.012). Abbreviations: CHOP: cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, and prednisone content 
chemotherapy; CHOEP: cyclophosphamide, doxorubicin, vincristine, etoposide, and prednisone 
content chemotherapy. 

3.5. RBMX Expression Predicts OS and PFS in T-Cell Lymphomas 
In univariate analysis, RBMXhigh expression was associated with a poor OS rate in T-

NHL (RBMXlow 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 (RBMXlow vs. RBMXhigh: 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 (RBMXlow 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 (RBMXlow vs. 
RBMXhigh: 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). 

 
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 
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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) 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 

Variable Categories HR 
95% CI 

p-Value HR 
95% CI 

p-Value 
LL UL LL UL 

T-NHL cohort (n = 39)  

Sex 
female vs. male 

1.996 0.618 6.445 0.248 1.329 0.536 3.295 0.539 
Age in years 1.046 0.986 1.110 0.138 1.002 0.956 1.051 0.924 
B Symptoms absent vs. present 0.592 0.179 1.957 0.390 0.466 0.194 1.118 0.087 

Bone marrow involvement absent vs. present 0.623 0.192 2.020 0.431 0.243 0.094 0.628 0.004 
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 (n = 34)  

Sex 
female vs. male 

1.777 0.376 8.402 0.469 0.796 0.258 2.455 0.691 
Age in years 1.026 0.964 1.093 0.416 0.989 0.937 1.043 0.68 

Ann Arbor stage I-II vs. III-IV 5.461 0.945 3.155 0.058 0.928 0.248 3.482 0.912 
B Symptoms absent vs. present 0.365 0.056 2.371 0.291 0.606 0.180 2.038 0.419 

Bone marrow involvement absent vs. present 0.497 0.072 3.414 0.477 0.248 0.080 0.771 0.016 
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; n: 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 ex-
pression 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. RBMXhigh: mean 150 (SD = 49) vs. 220 (SD = 44); p = 0.024). Sub-
sequently, we assessed the association of RBMX expression and clinicopathological char-
acteristics at the time of primary diagnosis. Interestingly, high RBMX expression was as-
sociated 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 re-
sistance. Previously, several studies investigated the association between RBMX expres-
sion 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 re-
sponse to anthracycline-containing first-line treatment. In agreement with the previous 
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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 progno-
sis in different 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. Con-
tinuously, the multivariable analysis has been showing RBMX to be an independent prog-
nostic marker for overall survival (p = 0.007; HR; 0.204; 95% CI: 0.064–0.646) and progres-
sion-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 (n = 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 statis-
tical 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-con-
taining 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 bet-

ter response to anthracycline-containing first-line treatment and an improved overall sur-
vival (OS) and progression-free survival (PFS) in patients with T-cell non-Hodgkin’s lym-
phomas. 
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