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The importance of immunohistochemistry 
analysis of p53 and Bcl-2 in patients with 

preoperative oncological therapy for 
rectal cancer
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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-III AJCC 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.

Keywords: rectal cancer, immunohistochemistry, proteins, p53, Bcl-2

Rezumat
Scopul acestui studiu a fost de a analiza expresia proteinelor p53 şi Bcl-2 în raport cu prognosticul şi 

particularităţile clinico-patologice ale pacienţilor cu neoplasme rectale ce au beneficiat de tratament oncolo-
gic neoadjuvant şi intervenţii chirurgicale curative. Această lucrare a inclus un număr de 50 de pacienţi 
diagnosticaţi cu neoplasme rectale (stadiile I-III ale celei de-a VIII-a ediţii ale clasificării AJCC) ce au urmat 
tratamente neoadjuvante şi operaţii curative efectuate în cadrul Spitalului Clinic de Urgenţă Bucureşti în 
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perioada 01.01.2016 – 31.12.2017. Statusul proteinelor p53 şi Bcl-2 a fost obţinut imunohistochimic din 
specimenele chirurgicale rezultate în urma operaţiilor curative în laboratorul de anatomie patologică al 
Spitalului Clinic de Urgenţă Bucureşti. Am observat că expresia proteinei Bcl-2 se corelează semnificativ 
statistic cu vârsta mai înaintată a pacienţilor şi cu absenţa invaziei tumorale extramurale vasculare. De 
asemenea, am constatat ca prezenţa proteinei p53 este asociată cu o valoare mai scăzută a hemoglobinei 
la internare. Analiza univariată a supravieţuirii fără recurenţă tumorală (DFS) a decelat un prognostic 
favorabil pentru pacienţii p53 pozitiv, iar cea multivariată a înregistrat cel mai bun prognostic pentru 
bolnavii cu fenotipul p53 negativ/Bcl-2 pozitiv. În concluzie, decelarea imunohistochimică a acestor mar-
keri este valoroasă pentru aprecierea prognosticului pacienţilor cu neoplasme rectale.

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

INTRODUCERE

Cancerul colo-rectal reprezintă o importantă cauză 
de morbiditate şi mortalitate, având o rată semnificati-
vă de cazuri noi şi decese în Europa şi în Statele Unite 
ale Americii [1].

TP53 este o genă supresoare tumorală, ce are un 
important rol în răspunsul organismului la stres. Prote-
ina p53 poate activa atât căi intrinseci, cât şi extrinseci 
de apoptoză celulară. Printre ţintele p53, enumerăm 
factori supresori tumorali ca: GADD45, WAFI (p21), Rb, 
14-3-3-σ. De asemenea, p53 inhibă acţiunea unor pro-
teine antiapoptoice ca Bcl-2 [2]. Dacă p53 detectează 
un ADN lezat, poate să oprească celula în faza G1 a ci-
clului celular sau să conducă celula pe calea apoptozei, 
când leziunea este iremediabilă [3].

Bcl-2 este o protooncogenă care produce o protei-
nă membranară capabilă de a inhiba moartea celulară 
programată prin stabilizarea funcţiei membranei mito-
condriale [4]. Supraexpresia genei Bcl-2 a fost descrisă 
în limfoamele Hodgkin cu celule B, dar şi în tumorile 
epiteliale colo-rectale [5].

Scopul acestui studiu a fost acela de a găsi corelaţii 
între expresia proteinelor p53 şi Bcl-2 şi parametrii cli-
nico-patologici ai pacienţilor cu neoplasme rectale. 
Totodată, ne-am propus să determinăm în ce măsură 
expresia acestor proteine influenţează prognosticul 
acestor pacienţi.

MATERIALE ŞI METODE

Studiul a inclus 50 de bolnavi diagnosticaţi cu neo-
plasme rectale, care au fost operaţi în Clinica de Chi-
rurgie Generală a Spitalului Clinic de Urgenţă Bucureşti 
în perioada 01.01.2016 – 31.12.2017. 

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

−− prezenţa cancerului rectal în stadiile I-III ale ce-
lei de-a VIII-a ediţii ale clasificării AJCC;

−− efectuarea unei terapii oncologice neoadjuvan-
te;

−− intervenţiile chirurgicale curative au fost reali-
zate în cadrul Spitalului Clinic de Urgenţă Bucu-
reşti;

−− acordarea consimţământului informat în vede-
rea analizării imunohistochimice a statusului 
proteinelor p53 şi Bcl-2 din piesele chirurgicale.

Au fost excluşi din cercetarea noastră pacienţii cu 
neoplasme de joncţiune recto-sigmoidiană.

Parametrii clinico-patologici urmăriţi au fost adu-
naţi din sistemul informatic Hipocrate, din foile de ob-
servaţie, din alte documente medicale provenite din 
alte servicii (radioterapie, oncologie, gastroenterolo-
gie) şi din rapoartele histopatologice ale specimenelor 
chirurgicale. A fost realizată o bază de dată ce a inclus: 
vârsta pacienţilor, valoarea hemoglobinei la internarea 
în spital, scorul regresiei tumorale după tratamentul 
oncologic neoadjuvant Ryan, stadiul T al calsificării 
TNM, invazia tumorală vasculară extramurală (EMVI), 
grading-ul tumoral, statusul p53 şi Bcl-2. Urmărirea 
postoperatorie s-a axat pe supravieţuirea globală, re-
curenţă tumorală şi supravieţuirea pacienţilor fără re-
curenţă tumorală (DFS). Durata medie de urmărire 
postoperatorie a fost de 20 de luni.

Diagnosticul imunohistochimic a fost realizat în ca-
drul laboratorului de anatomie patologică a Spitalului 
Clinic de Urgenţă Bucureşti din piesele chirurgicale re-
zultate în urma operaţilor curative practicate. Citirea 
rezultatelor a fost realizată de către acelaşi medic ana-
tomopatolog, specializat în acest diagnostic, pentru a 
reduce erorile de interpretare. 

Sintetizând, procedura de imunohistochimie utili-
zată a inclus următoarele etape: secţionarea blocului 
de parafină la 3 microni, introducerea lamelor in dife-
rite băi (apă, soluţtie pentru deparafinare, alcool etilic, 
apă distilată, TBS– tris buffered saline, surfactant – 
Tween 20, substanţă conservantă – Proclin 950), adău-
garea unor substanţe – peroxidază, soluţie Punisher, 
anticorpul primar cu diluantul aferent, anticorpul se-
cundar (probă sau polimer), DAB (diaminobenzidină) 
cromogen, hematoxilină, soluţie Bluing 10% –, deshi-



Romanian Journal of Medical Practice – Vol. XV, No. 2 (71), 2020

201

dratare prin cufundare în băi de alcool etilic şi toluen, 
iar în final montarea pe lamă.

Analiza statistică a fost realizată prin intermediul 
programelor GraphPad 6 Prism și MedCalc 14.1. Teste-
le t student au fost utilizate pentru compararea dife-
renţelor dintre două 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 corelaţiilor dintre 
parametrii studiaţi. Supravieţuirea a fost studiată cu 
ajutorul examinărilor Kaplan Mayer. Un interval de 
confidenţă de 95% a fost apreciat satisfăcător pentru a 
evita erorile de tip1 (alfa), cu o putere de calcul de 
90%.

REZULTATE

Dintre cele 50 de neoplasme rectale documentate, 
expresia proteinei p53 s-a înregistrat în 29 de cazuri, 
iar prezenţa proteinei Bcl-2 în 12 cazuri. Nu s-au înre-
gistrat corelaţii semnificative statistic între statusul 
p53 şi parametrii clinico-patologici precum: vârsta, 
scorul regresiei tumorale după tratamentul oncologic 
neoadjuvant Ryan, stadiul T al clasificării TNM, invazia 
tumorală vasculară extramurală sau grading-ul tumo-
ral. Totuşi, am obţinut o asociere reprezentativă între 
expresia proteinei p53 şi valoarea Hb la internare.

Figura 1. Valoarea hemoglobinei la internare în funcţie de 
statusul p53

Astfel, se poate observa din figura 1 că bolnavii cu 
p53 pozitiv au o valoare a hemoglobinei mai scazută la 
internare comparativ cu pacienţii cu p53 negativ.

În ceea ce priveşte statusul proteinei Bcl-2, acesta a 
fost corelat statistic cu vârsta şi cu invazia tumorală 
vasculară extramurală (EMVI).

Din figura 2, se poate constata că pacienţii cu Bcl-2 
pozitiv au vârstă mai mare la momentul diagnosticului 
faţă de cei cu Bcl-2 negativ.

Invazia tumorală vasculară extramurală a fost dia-
gnosticată cu preponderenţă în grupul pacienţilor cu 
Bcl-2 negativ. În antiteză, la bolnavii cu Bcl-2 pozitiv s-a 
înregistrat o rată scăzută a EMVI. Astfel, se poate afir-
ma că pacienţii cu Bcl-2 pozitiv au un risc mai mic de a 

dezvolta invazia tumorală vasculară extramurală în de-
cursul bolii comparativ cu cei cu Bcl-2 negativ.

Figura 2. Vârsta în raport cu expresia Bcl-2

Figura 3. Invazia tumorală vasculară extramurală (EMVI) în 
raport cu statusul Bcl-2

Supravieţuirea
Am consemnat rezultate reprezentative statistic la 

analiza univariată a p53 în raport cu supravieţuirea 
fără recurenţă tumorală locală sau la distanţă (DFS) şi 
la cea multivariată (p53/Bcl-2) în funcţie de DFS. 

	

Figura 4. Supravieţuirea fără recurenţă tumorală (DFS) în 
raport cu expresia p53

	
Din figura 4, se poate constata cu uşurinţă că paci-

enţii cu p53 negativ au prognostic mai bun comparativ 
cu cei cu p53 pozitiv. Astfel, se poate observa că durata 
de supravieţuire fără recidivă tumorală este mult mai 
mare în cazul grupului de bolnavi p53 negativ compa-
rativ cu lotul de subiecţi ce prezintă expresia proteinei 
p53. Rezultate similare s-au înregistrat în cazul supra-
vieţuirii globale (OS), însă fără valoare statistică.

P = 0,01

P = 0,04

P = 0,04

P = 0,04
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Figura 5. DFS în raport cu statusul combinat al p53 şi Bcl-2

Analiza multivariată a markerilor imunohistochi-
mici p53 şi Bcl-2 în raport cu DFS, expusă în figura 5, 
relevă faptul că cel mai bun prognostic îl înregistrează 
bolnavii cu fenotipul p53 negativ/Bcl-2 pozitiv, urmaţi 
de cei cu p53 pozitiv/Bcl-2 pozitiv şi de cei cu p53 ne-
gativ/Bcl-2 negativ. La polul opus, cel mai slab DFS s-a 
observat la pacienţii din grupul p53 pozitiv/Bcl-2 nega-
tiv. Rezultate similare s-au înregistrat în cazul supravie-
ţuirii globale (OS), însă fără valoare statistică.

DISCUŢII

Identificarea unor parametri ce pot aprecia com-
portamentul biologic al unui anumit tip de neoplazie şi 
corelarea acestora cu agresivitatea tumorii reprezintă 
un punct cheie în aprecierea prognosticului. Deşi s-au 
înregistrat progrese în definirea mecanismului de apa-
riţie şi progresie a bolii neoplazice, puţini markeri mo-
leculari ce pot indica prognosticul au fost identificaţi. 
Chiar dacă multe studii s-au axat pe descoperirea unei 
legături între protoncogena Bcl-2, gena supresoare tu-
morală TP53 şi prognostic, rezultatele rămân contra-
dictorii [6,7].

În studiul nostru am observat asocieri semnificati-
ve statistic între vârstă şi invazia tumorală vasculară 
extramurală şi expresia proteinei Bcl-2, respectiv între 
statusul proteinei p53 şi valoarea hemoglobinei, dece-
lată la internare. Rezultatele din literatura de speciali-
tate cu privire la corelaţiile dintre expresia proteinelor 
p53 şi Bcl-2 şi particularităţile clinico-patologice ale 
bolnavilor cu neoplasme colo-rectale sunt antitetice. 
Astfel, unele lucrări internaţionale au raportat date ce 
susţin legături reprezentative statistic între expresia 
proteinei Bcl-2 şi grading-ul tumoral, mărimea tumorii 
sau stadiul tumoral, iar altele nu au detectat nicio co-
relaţie între statusul proteinelor p53, Bcl-2 şi caracte-
risticile clinico-patologice ale pacienţilor diagnosticaţi 
cu neoplasme colo-rectale [8-11].

Spre deosebire de alte cazuri prezentate în literatu-
ra de specialitate, nu am decelat cazuri de remisie 
completă sau complicaţii severe în urma tratamentului 
neoadjuvant [12,13]. În concordanţă cu alte studii in-
ternaţionale, nu am observat asocieri reprezentative 

statistic între răspunsul la terapia oncologică neoadju-
vantă şi proteinele p53 şi Bcl-2. În urma acestor rezul-
tate, nu am putut aprecia eficacitatea terapiei neoad-
juvante în funcţie de expresia proteinelor p53 şi Bcl-2, 
nereuşind să ne orientăm asupra prognosticului paci-
enţilor cu neoplasme rectale din acest punct de vede-
re [14,15].

Referitor la supravieţuirea pacientilor cu cancere 
colo-rectale în funcţie de prezenţa sau absenţa protei-
nelor p53 şi Bcl-2 în ţesutul tumoral, datele existente 
în literatura de specialitate sunt controversate. În anu-
mite cercetări, nu s-a decelat o relevanţă prognostică a 
proteinelor p53 şi Bcl-2 [10,16], iar în alte studii aceşti 
markeri au fost asociaţi cu supravieţuirea [6,7,17,18].

În studiul nostru, am obţinut rezultate semnificati-
ve statistic la analiza univariată a proteinei p53 în rela-
ţie cu supravieţuirea fără recurenţă tumorală locală 
sau la distanţă (DFS) şi la cea multivariată a p53 şi Bcl-2 
în raport cu DFS. Din datele noastre, proteina p53 a 
fost identificată ca un factor independent de predicţie 
a supravieţuirii fără recidivă tumorală, cele mai bune 
rezultate referitoare la DFS obţinându-se la pacienţii 
fără expresia p53. Totodată, fenotipul reprezentat de 
absenţa p53 şi de prezenţa Bcl-2 a înregistrat cel mai 
bun prognostic în ceea ce priveşte DFS. Observaţiile 
noastre cu privire la supravieţuire au fost confirmate 
de alte studii internaţionale realizate pe grupuri mai 
mari de subiecţi comparativ cu lotul nostru de pacienţi 
[17,18].

Rolul proteinelor p53 şi Bcl-2 în celulele neoplazice 
este controversat. Astfel, se pare că proteina p53 mu-
tantă asigură supravieţuirea celulelor tumorale în ciu-
da stresului oxidativ, facilitează adaptarea ţesutului 
tumoral la acţiunea protetoxică şi asigură dezvoltarea 
unui microclimat tumoral protooncogenic [19-21]. În 
celulele tumorale care prezintă expresia proteinei Bcl-
2, aceasta este deseori legată de proteine proapoptoi-
ce ca BIM. În aceste condiţii, celule neoplazice sunt 
marcate pentru apoptoză [22].

Chiar dacă mecanismele de acţiune ale proteinelor 
p53 şi Bcl-2 în ţesutul tumoral nu sunt pe deplin înţele-
se la acest moment, se pare că aceşti markeri ce pot fi 
detectaţi imunohistochimic reprezintă factori pro-
gnostici în cazul pacienţilor cu neoplasme colo-rectale. 

CONCLUZII

Cercetarea noastră subliniază importanţa decelării 
imunohistochimice a proteinelor p53 şi Bcl-2 prin fap-
tul că aceşti markeri reprezintă factori prognostici 
după intervenţia chirurgicală curativă la pacienţii dia-
gnosticaţi cu neoplasme rectale. Cunoaşterea expresi-
ei acestor markeri în ţesutul tumoral poate contribui la 
identificarea pacienţilor cu risc cresut de apariţie a re-
cidivei tumorale, indicând, de asemenea, prognosticul 

P = 0,03
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la distanţă al acestor bolnavi. Cu toate că există diverse 
studii pe această temă, credem că ar fi benefică conti-
nuarea studiilor în acest domeniu pentru îmbogăţirea 
informaţiilor existente în prezent. Totodată, datorită 

capacităţii prognostice a acestor markeri, considerăm 
ca ar fi de un real folos introducerea în analiza histopa-
tologică uzuală detectarea imunohistochimică a expre-
siei proteinelor p53 şi Bcl-2.
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