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— ABSTRACT

The aim of the study was to analyze the expression of certain proteins (p53, Bcl-2) and to find correlations
between the status of these markers and clinicopathological parameters, and prognosis in patients with rec-
tal cancer. This study included 50 patients diagnosed with rectal cancer (stage I-IIl A]JCC staging system
8th edition) who underwent preoperative oncological treatment and then rectal resection procedures in
Clinical Emergency Hospital Bucharest in the period 01.01.2016 — 31.12.2017. p53 and Bcl-2 expression
was examined using immunohistochemistry from pathological specimens obtained after surgery in the Clin-
ical Emergency Hospital Bucharest pathology laboratory. We observed significant associations between Bcl-
2 and age or extramural vascular invasion, and between p53 and hemoglobin value at admission. The uni-
variate analysis of disease free survival (DFS) showed an important link between the presence of p53 and a
poor prognosis, and the multivariate one demonstrated that the best outcome was registered for the patients
with p53 negative/Bcl-2 positive phenotype. In conclusion, we believe that immunohistochemical detection
of these proteins is an important tool in determining the prognosis of the patients with rectal cancer.
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REZUMAT

Scopul acestui studiu a fost de a analiza expresia proteinelor p53 si Bcl-2 in raport cu prognosticul si
particularitdtile clinico-patologice ale pacientilor cu neoplasme rectale ce au beneficiat de tratament oncolo-
gic neoadjuvant si interventii chirurgicale curative. Aceastd lucrare a inclus un numdr de 50 de pacienti
diagnosticati cu neoplasme rectale (stadiile I-111 ale celei de-a VI1I-a editii ale clasificirii AJCC) ce au urmat
tratamente neoadjuvante gi operatii curative efectuate in cadrul Spitalului Clinic de Urgentd Bucuresti in
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perioada 01.01.2016 —31.12.2017. Statusul proteinelor p53 si Bcl-2 a fost obtinut imunohistochimic din
specimenele chirurgicale rezultate in urma operatiilor curative in laboratorul de anatomie patologici al
Spitalului Clinic de Urgentd Bucuresti. Am observat ci expresia proteinei Bcl-2 se coreleazd semnificativ
statistic cu vdrsta mai inaintatd a pacientilor si cu absenta invaziei tumorale extramurale vasculare. De
asemenea, am constatat ca prezenta proteinei p53 este asociati cu o valoare mai scazutd a hemoglobinei
la internare. Analiza univariatd a supravietuirii fird recurentd tumorald (DFS) a decelat un prognostic
favorabil pentru pacientii p53 pozitiv, iar cea multivariatd a inregistrat cel mai bun prognostic pentru
bolnavii cu fenotipul p53 negativ/Bcl-2 pozitiv. In concluzie, decelarea imunohistochimici a acestor mar-
keri este valoroasd pentru aprecierea prognosticului pacientilor cu neoplasme rectale.

Cuvinte cheie: neoplasme rectale, imunohistochimie, proteine, p53, Bcl-2

INTRODUCERE

Cancerul colo-rectal reprezinta o importanta cauza
de morbiditate si mortalitate, avand o rata semnificati-
va de cazuri noi si decese in Europa si in Statele Unite
ale Americii [1].

TP53 este o gena supresoare tumorald, ce are un
important rol in raspunsul organismului la stres. Prote-
ina p53 poate activa atat cai intrinseci, cat si extrinseci
de apoptoza celulara. Printre tintele p53, enumeram
factori supresori tumorali ca: GADD45, WAFI (p21), Rb,
14-3-3-0. De asemenea, p53 inhiba actiunea unor pro-
teine antiapoptoice ca Bcl-2 [2]. Daca p53 detecteaza
un ADN lezat, poate sa opreasca celula in faza G1 a ci-
clului celular sau sa conduca celula pe calea apoptozei,
cand leziunea este iremediabila [3].

Bcl-2 este o protooncogena care produce o protei-
na membranara capabila de a inhiba moartea celulara
programata prin stabilizarea functiei membranei mito-
condriale [4]. Supraexpresia genei Bcl-2 a fost descrisa
in limfoamele Hodgkin cu celule B, dar si in tumorile
epiteliale colo-rectale [5].

Scopul acestui studiu a fost acela de a gasi corelatii
intre expresia proteinelor p53 si Bcl-2 si parametrii cli-
nico-patologici ai pacientilor cu neoplasme rectale.
Totodatd, ne-am propus sa determinam in ce masura
expresia acestor proteine influenteaza prognosticul
acestor pacienti.

MATERIALE $1 METODE

Studiul a inclus 50 de bolnavi diagnosticati cu neo-
plasme rectale, care au fost operati Tn Clinica de Chi-
rurgie Generala a Spitalului Clinic de Urgenta Bucuresti
in perioada 01.01.2016 —31.12.2017.

Criteriile de includere in studiu au fost reprezenta-
te de:

- prezenta cancerului rectal in stadiile I-11l ale ce-
lei de-a VllI-a editii ale clasificarii AJCC;

- efectuarea unei terapii oncologice neoadjuvan-
te;
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- interventiile chirurgicale curative au fost reali-
zate n cadrul Spitalului Clinic de Urgenta Bucu-
resti;

- acordarea consimtamantului informat in vede-
rea analizarii imunohistochimice a statusului
proteinelor p53 si Bcl-2 din piesele chirurgicale.

Au fost exclusi din cercetarea noastra pacientii cu
neoplasme de jonctiune recto-sigmoidiana.

Parametrii clinico-patologici urmariti au fost adu-
nati din sistemul informatic Hipocrate, din foile de ob-
servatie, din alte documente medicale provenite din
alte servicii (radioterapie, oncologie, gastroenterolo-
gie) si din rapoartele histopatologice ale specimenelor
chirurgicale. A fost realizata o baza de data ce a inclus:
varsta pacientilor, valoarea hemoglobinei la internarea
in spital, scorul regresiei tumorale dupa tratamentul
oncologic neoadjuvant Ryan, stadiul T al calsificarii
TNM, invazia tumorala vasculara extramurala (EMVI),
grading-ul tumoral, statusul p53 si Bcl-2. Urmarirea
postoperatorie s-a axat pe supravietuirea globala, re-
curenta tumorala si supravietuirea pacientilor fara re-
curenta tumorala (DFS). Durata medie de urmarire
postoperatorie a fost de 20 de luni.

Diagnosticul imunohistochimic a fost realizat in ca-
drul laboratorului de anatomie patologica a Spitalului
Clinic de Urgenta Bucuresti din piesele chirurgicale re-
zultate Tn urma operatilor curative practicate. Citirea
rezultatelor a fost realizata de catre acelasi medic ana-
tomopatolog, specializat Tn acest diagnostic, pentru a
reduce erorile de interpretare.

Sintetizand, procedura de imunohistochimie utili-
zata a inclus urmatoarele etape: sectionarea blocului
de parafina la 3 microni, introducerea lamelor in dife-
rite bai (apa, soluttie pentru deparafinare, alcool etilic,
apa distilata, TBS— tris buffered saline, surfactant —
Tween 20, substanta conservanta — Proclin 950), adau-
garea unor substante — peroxidaza, solutie Punisher,
anticorpul primar cu diluantul aferent, anticorpul se-
cundar (proba sau polimer), DAB (diaminobenzidina)
cromogen, hematoxiling, solutie Bluing 10% —, deshi-



dratare prin cufundare in bai de alcool etilic si toluen,
iar in final montarea pe lama.

Analiza statistica a fost realizatda prin intermediul
programelor GraphPad 6 Prism si MedCalc 14.1. Teste-
le t student au fost utilizate pentru compararea dife-
rentelor dintre doua loturi, iar testul Anova la care s-a
adaugat corectura Bonferoni a fost folosit pentru ana-
liza a trei sau mai multe grupuri. S-a recurs la progra-
mul MedCalc14.1 pentru observarea corelatiilor dintre
parametrii studiati. Supravietuirea a fost studiata cu
ajutorul examinarilor Kaplan Mayer. Un interval de
confidenta de 95% a fost apreciat satisfacator pentru a
evita erorile de tipl (alfa), cu o putere de calcul de
90%.

REZULTATE

Dintre cele 50 de neoplasme rectale documentate,
expresia proteinei p53 s-a inregistrat in 29 de cazuri,
iar prezenta proteinei Bcl-2 in 12 cazuri. Nu s-au inre-
gistrat corelatii semnificative statistic intre statusul
p53 si parametrii clinico-patologici precum: varsta,
scorul regresiei tumorale dupa tratamentul oncologic
neoadjuvant Ryan, stadiul T al clasificarii TNM, invazia
tumorala vasculara extramurald sau grading-ul tumo-
ral. Totusi, am obtinut o asociere reprezentativa intre
expresia proteinei p53 si valoarea Hb la internare.

P=0,01

FIGURA 1. Valoarea hemoglobinei la internare in functie de
statusul p53

Astfel, se poate observa din figura 1 ca bolnavii cu
p53 pozitiv au o valoare a hemoglobinei mai scazuta la
internare comparativ cu pacientii cu p53 negativ.

n ceea ce priveste statusul proteinei Bcl-2, acesta a
fost corelat statistic cu varsta si cu invazia tumorala
vasculard extramurala (EMVI).

Din figura 2, se poate constata ca pacientii cu Bcl-2
pozitiv au varsta mai mare la momentul diagnosticului
fata de cei cu Bcl-2 negativ.

Invazia tumorala vasculara extramurala a fost dia-
gnosticata cu preponderenta in grupul pacientilor cu
Bcl-2 negativ. in antiteza, la bolnavii cu Bcl-2 pozitiv s-a
inregistrat o rata scazuta a EMVI. Astfel, se poate afir-
ma ca pacientii cu Bcl-2 pozitiv au un risc mai mic de a
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dezvolta invazia tumorala vasculara extramurala in de-
cursul bolii comparativ cu cei cu Bcl-2 negativ.

P=0,04

FIGURA 2. Vigrsta in raport cu expresia Bcl-2

P =0,04

FIGURA 3. Invazia tumorald vasculard extramurald (EMVI) in
raport cu statusul Bcl-2

Supravietuirea

Am consemnat rezultate reprezentative statistic la
analiza univariata a p53 in raport cu supravietuirea
fara recurenta tumorald locala sau la distanta (DFS) si
la cea multivariata (p53/Bcl-2) in functie de DFS.

P=0,04

FIGURA 4. Supravietuirea fdrd recurentd tumorald (DFS) in
raport cu expresia p53

Din figura 4, se poate constata cu usurintd ca paci-
entii cu p53 negativ au prognostic mai bun comparativ
cu cei cu p53 pozitiv. Astfel, se poate observa ca durata
de supravietuire fara recidiva tumorala este mult mai
mare in cazul grupului de bolnavi p53 negativ compa-
rativ cu lotul de subiecti ce prezinta expresia proteinei
p53. Rezultate similare s-au inregistrat in cazul supra-
vietuirii globale (OS), insa fara valoare statistica.
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P=0,03

FIGURA 5. DFS in raport cu statusul combinat al p53 si Bcl-2

Analiza multivariatd a markerilor imunohistochi-
mici p53 si Bcl-2 Tn raport cu DFS, expusa in figura 5,
releva faptul ca cel mai bun prognostic il inregistreaza
bolnavii cu fenotipul p53 negativ/Bcl-2 pozitiv, urmati
de cei cu p53 pozitiv/Bcl-2 pozitiv si de cei cu p53 ne-
gativ/Bcl-2 negativ. La polul opus, cel mai slab DFS s-a
observat la pacientii din grupul p53 pozitiv/Bcl-2 nega-
tiv. Rezultate similare s-au inregistrat in cazul supravie-
tuirii globale (0S), insa fara valoare statistica.

DISCUTII

Identificarea unor parametri ce pot aprecia com-
portamentul biologic al unui anumit tip de neoplazie si
corelarea acestora cu agresivitatea tumorii reprezinta
un punct cheie in aprecierea prognosticului. Desi s-au
inregistrat progrese in definirea mecanismului de apa-
ritie si progresie a bolii neoplazice, putini markeri mo-
leculari ce pot indica prognosticul au fost identificati.
Chiar daca multe studii s-au axat pe descoperirea unei
legdturi intre protoncogena Bcl-2, gena supresoare tu-
morala TP53 si prognostic, rezultatele raman contra-
dictorii [6,7].

Tn studiul nostru am observat asocieri semnificati-
ve statistic intre varsta si invazia tumorala vasculara
extramurala si expresia proteinei Bcl-2, respectiv intre
statusul proteinei p53 si valoarea hemoglobinei, dece-
lata la internare. Rezultatele din literatura de speciali-
tate cu privire la corelatiile dintre expresia proteinelor
p53 si Bcl-2 si particularitatile clinico-patologice ale
bolnavilor cu neoplasme colo-rectale sunt antitetice.
Astfel, unele lucrari internationale au raportat date ce
sustin legaturi reprezentative statistic intre expresia
proteinei Bcl-2 si grading-ul tumoral, marimea tumorii
sau stadiul tumoral, iar altele nu au detectat nicio co-
relatie intre statusul proteinelor p53, Bcl-2 si caracte-
risticile clinico-patologice ale pacientilor diagnosticati
cu neoplasme colo-rectale [8-11].

Spre deosebire de alte cazuri prezentate in literatu-
ra de specialitate, nu am decelat cazuri de remisie
completa sau complicatii severe inh urma tratamentului
neoadjuvant [12,13]. in concordanta cu alte studii in-
ternationale, nu am observat asocieri reprezentative
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statistic Tntre raspunsul la terapia oncologica neoadju-
vanta si proteinele p53 si Bcl-2. In urma acestor rezul-
tate, nu am putut aprecia eficacitatea terapiei neoad-
juvante in functie de expresia proteinelor p53 si Bcl-2,
nereusind sa ne orientam asupra prognosticului paci-
entilor cu neoplasme rectale din acest punct de vede-
re [14,15].

Referitor la supravietuirea pacientilor cu cancere
colo-rectale in functie de prezenta sau absenta protei-
nelor p53 si Bcl-2 in tesutul tumoral, datele existente
in literatura de specialitate sunt controversate. in anu-
mite cercetari, nu s-a decelat o relevanta prognostica a
proteinelor p53 si Bcl-2 [10,16], iar in alte studii acesti
markeri au fost asociati cu supravietuirea [6,7,17,18].

n studiul nostru, am obtinut rezultate semnificati-
ve statistic la analiza univariata a proteinei p53 in rela-
tie cu supravietuirea fara recurenta tumorala locala
sau la distanta (DFS) si la cea multivariata a p53 si Bcl-2
in raport cu DFS. Din datele noastre, proteina p53 a
fost identificata ca un factor independent de predictie
a supravietuirii fara recidiva tumorala, cele mai bune
rezultate referitoare la DFS obtinandu-se la pacientii
fara expresia p53. Totodata, fenotipul reprezentat de
absenta p53 si de prezenta Bcl-2 a inregistrat cel mai
bun prognostic in ceea ce priveste DFS. Observatiile
noastre cu privire la supravietuire au fost confirmate
de alte studii internationale realizate pe grupuri mai
mari de subiecti comparativ cu lotul nostru de pacienti
[17,18].

Rolul proteinelor p53 si Bcl-2 in celulele neoplazice
este controversat. Astfel, se pare ca proteina p53 mu-
tanta asigura supravietuirea celulelor tumorale in ciu-
da stresului oxidativ, faciliteaza adaptarea tesutului
tumoral la actiunea protetoxica si asigura dezvoltarea
unui microclimat tumoral protooncogenic [19-21]. in
celulele tumorale care prezintd expresia proteinei Bcl-
2, aceasta este deseori legata de proteine proapoptoi-
ce ca BIM. Tn aceste conditii, celule neoplazice sunt
marcate pentru apoptoza [22].

Chiar daca mecanismele de actiune ale proteinelor
p53 si Bcl-2 in tesutul tumoral nu sunt pe deplin intele-
se la acest moment, se pare ca acesti markeri ce pot fi
detectati imunohistochimic reprezinta factori pro-
gnostici in cazul pacientilor cu neoplasme colo-rectale.

CONCLuUzII

Cercetarea noastra subliniaza importanta decelarii
imunohistochimice a proteinelor p53 si Bcl-2 prin fap-
tul cd acesti markeri reprezinta factori prognostici
dupa interventia chirurgicala curativa la pacientii dia-
gnosticati cu neoplasme rectale. Cunoasterea expresi-
ei acestor markeri in tesutul tumoral poate contribui la
identificarea pacientilor cu risc cresut de aparitie a re-
cidivei tumorale, indicand, de asemenea, prognosticul



la distanta al acestor bolnavi. Cu toate ca exista diverse
studii pe aceasta tema, credem ca ar fi benefica conti-
nuarea studiilor Th acest domeniu pentru imbogatirea
informatiilor existente in prezent. Totodata, datorita
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