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Аннотация 
Введение. Косвенным методом оценки экспрессии гена Cdx2, маркера кишечной дифференцировки 
эпителия и онкосупрессора, является иммуногистохимическое определение его продукта – белка CDX2, 
единый подход к которому не выработан. Предложен полуколичественный индекс CDX2, учитывающей 
процент CDX2-позитивных клеток в исследуемом фрагменте ткани, интенсивность ядерного окрашива-
ния и паттерн экспрессии. Цель исследования – оценка воспроизводимости методики расчета полуко-
личественного индекса CDX2 при I-IV стадиях хронического атрофического гастрита. Материалы и мето-
ды. 20 случаев хронического атрофического гастрита (по 5 случаев стадий I−IV по системе Operative link 
for gastritis assessment), взятых в соответствии с протоколом Маастрихт V и исследованных иммуноги-
стохимическим методом (CDX2, клон EPR2764Y, готовые к использованию). Оценку воспроизводимости 
полуколичественного индекса CDX2 проводили пять врачей-патологоанатомов. Согласованность их диа-
гностических заключений определяли двуэтапно методами каппа-статистики. Результаты. При расчете 
полуколичественного индекса белка CDX2 значение невзвешенного κ-коэффициента равно 0,8, значение 
κ Коэна, рассчитанной методом квадратичного взвешивания, равно 0,97 (крайне высокий уровень со-
гласия). Обсуждение. Наименее воспроизводимым параметром, используемым при расчете полуколи-
чественного индекса CDX2, является протяженность экспрессии (процент CDX2-позитивных клеток), что 
связано с субъективным характером его исчисления. Близкие числовые значения полуколичественного 
индекса CDX2, рассчитанные врачами-патологоанатомами, объясняют более высокий уровень диагно-
стического согласия, определенного методом квадратичного взвешивания. Заключение. Полуколиче-
ственный индекс оценки CDX2 обладает высоким уровнем воспроизводимости и может применяться для 
ранжирования его экспрессии.
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Abstract
Introduction The Cdx2 gene provides an intestinal differentiation of epithelial cells and plays an oncosupressive 
role. An indirect method of the Cdx2 gene expression assessment is the immunohistochemical study of its product, 
the CDX2 protein. Therefore, the common approach to the immunohistochemical study of the CDX2 protein hasn’t 
been developed yet. A semi-quantitative CDX2 index based on the percentage of CDX2-positive cells in the tissue 
specimen, the staining intensity and an expression pattern has been proposed. The purpose of the study was 
to assess the reproducibility of the semi-quantitative CDX2 index calculation in chronic atrophic gastritis stages 
I-IV. Materials and methods 20 chronic atrophic gastritis cases (5 cases for each stage of the gastritis according 
to the Operative link for gastritis assessment system) were taken according to the Maastricht V protocol and 
examined by the immunohistochemical method (CDX2, clone EPR2764Y, ready to use). The reproducibility of 
the CDX2 semi-quantitative index was assessed by five pathologists. An agreement between observed raters was 
measured by the kappa statistics. Results The Cohen’s κ value is 0,8 for unweighted κ and 0,97 for weighted 
κ (extremely high level of agreement) for the semi-quantitative CDX2 index calculation. Discussion The least 
reproducible parameter used for the semi-quantitative CDX2 index calculation the percentage of CDX2-positive 
cells because of the subjective assessment. The Cohen’s weighted κ value was higher compared to the unweighted 
κ because of the close yet not similar CDX2 semi-quantitative index values calculated by pathologists. Conclusion 
The semi-quantitative CDX2 index can be used to rank CDX2 expression and has a high level of reproducibility.
Keywords: peer review, kappa statistics, CDX2, gastric mucosal atrophy
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ВВЕДЕНИЕ
Ген Cdx2, более всего известный как опреде-

ляющий кишечную дифференцировку клеток 
эпителия, обладает сложными плейотропными 
эффектами. В частности, он способен влиять на ми-
грацию клеток и модифицировать молекулы адге-
зии, опосредующие процессы взаимодействия кле-
ток с другими клетками и субстратом: E-кадгерин, 
LI-кадгерин, Mucdhl, клаудин 2, APC, α-актинин [1, 
2]. Продукт экспрессии гена, транскрипционный 
фактор CDX2, способен тормозить деление клеток 
за счет связывания с богатыми тимином и адени-
ном участками ДНК, индукции генов-супрессоров 
клеточной пролиферации [3]. 

Участие Cdx2 в процессах клеточного деления 
и дифференцировки позволяет рассматривать его 
как онкосупрессор. Снижение и исчезновение экс-
прессии Cdx2 ассоциировано с неблагоприятным 

прогнозом при колоректальном раке; ее появле-
ние в слизистой оболочке желудка определяет 
наличие метапластической атрофии (кишечной 
метаплазии) и маркирует предраковое изменение 
слизистой оболочки, предшествующее формиро-
ванию интраэпителиальной неоплазии/диспла-
зии и аденокарциномы – рака желудка кишечного 
типа [3−7].

Онкосупрессивная роль Cdx2 объясняет важ-
ность детекции продукта его экспрессии в тка-
нях. Единый подход его иммуногистохимического 
определения не выработан. Распространена би-
нарная оценка, при которой как наличие экспрес-
сии рассматривается диффузное окрашивание 
ядер эпителиоцитов [8, 9]. Наряду с ней суще-
ствуют варианты балльной полуколичественной 
оценки CDX2, как правило, учитывающие процент 
клеток, экспрессирующих Cdx2, и/или интенсив-
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ность окрашивания ядер; полученные показатели 
суммируются [10−13]. Градация указанных при-
знаков отличается в работах разных авторов. Та-
кой подход предполагает грубое ранжирование 
экспрессии CDX2 и не учитывает возможности не-
равномерной экспрессии в пределах исследуемого 
объема диагностического материала.

Для преодоления указанных недостатков был 
разработан способ полуколичественной оценки 
иммуногистохимической окраски белка CDX2, учи-
тывающей процент CDX2-позитивных клеток в ис-
следуемом фрагменте ткани, интенсивность ядер-
ного окрашивания и паттерн экспрессии [14]. 

Цель исследования – оценка воспроизводимо-
сти методики расчета полуколичественного ин-
декса CDX2 при I-IV стадиях хронического атрофи-
ческого гастрита. 

Cтатья подготовлена на основе диссертацион-
ного исследования одного из авторов «Маркерный 
принцип верификации атрофии слизистой обо-
лочки желудка в биопсийной диагностике хрони-
ческого гастрита» (защищена в 2022 году на базе 
диссертационного совета 21.2.048.03 при ФГБОУ 
ВО «Омский государственный медицинский уни-
верситет» Минздрава России, г. Омск).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Проанализировано 20 диагностических наблю-

дений хронического атрофического гастрита с на-
личием в биоптатах абсолютной и метапластиче-
ской атрофии (по 5 случаев стадий I−IV по системе 
Operative link for gastritis assessment (OLGA)). 

Для получения материалов диагностических 
гастробиопсий при эзофагогастродуоденоскопии 
использовали протокол Маастрихт V: два фрагмен-
та слизистой оболочки желудка антрального отде-
ла на расстоянии 2 см от привратника по малой и 
большой кривизне, один фрагмент слизистой обо-
лочки угла желудка, два фрагмента слизистой обо-
лочки тела желудка на расстоянии 8 см от розетки 
кардии по малой и большой кривизне [15]. 

Ориентировку полученных фрагментов слизи-
стой оболочки желудка проводили с использова-
нием специализированной ориентационной ад-
гезивной полоски из ацетата целлюлозы [16, 17]. 
Биоптаты помещали мышечной пластинкой или 
фовеолярной зоной на адгезивную полоску при 
помощи форцепта эндоскопа, расправляли на ней, 
а затем погружали в емкость с фиксирующей жид-
костью. При гистологическом исследовании как 
оптимально ориентированные расценивали фраг-
менты слизистой оболочки желудка, включающие 
как желудочные валики, так и донные отделы же-
лез и мышечную пластинку и позволяющие полу-
чить перпендикулярные поверхности слизистой 

оболочки срезы.
Пробоподготовку проводили по стандартной 

методике. Биопсийный материал фиксировали в 
течение 12-24 часов в 10% растворе нейтрально-
го забуференного формалина (фосфатный буфер 
рН=7,2-7,4), обезвоживали в абсолютном изо-
пропиловом спирте и пропитывали парафином 
в гистологическом аппарате карусельного типа 
STP-120 (Microm, Германия). Заливку гастробиоп-
татов в парафин осуществляли по общепринятой 
методике с использованием модульной станции 
EC–350-1 (Microm, Германия). При заливке биопта-
тов адгезивную полоску ориентировали перпенди-
кулярно поверхности среза. Далее с использовани-
ем метода tissue microarray и модифицированной 
методики для одновременного изучения большого 
числа фрагментов ткани формировали мультиб-
локи [18−20]. В каждый мультиблок помещали 25 
фрагментов слизистой оболочки желудка и внеш-
ний контроль. С полученных мультиблоков изго-
тавливали срезы толщиной 3-5 мкм с использо-
ванием ротационных микротомов-полуавтоматов 
HM-335 и HM-340E (Microm, Германия).

Наличие и градацию атрофии слизистой обо-
лочки желудка в пределах биоптата оценивали в 
соответствии с критериями Модифицированной 
Сиднейской системы [21]. Стадию хронического 
гастрита определяли согласно визуально-аналого-
вой шкале Российского пересмотра Международ-
ной классификации хронического гастрита OLGA 
[22].

Для иммуногистохимического исследования 
использовали маркер CDX2, клон EPR2764Y, го-
товые к использованию (Cell Marque, США), что 
согласуется с международными рекомендациями 
NordiQC [23]. Демаскировку антигенов проводили 
в цитратном буфере (рН=9,0) при кипячении на 
водяной бане в течение 1 часа. Ядра клеток докра-
шивали гематоксилином Майера в течение 30 се-
кунд – 2 минут. CDX2-позитивные метки характе-
ризовались диффузным ядерным окрашиванием. 
Внешним положительным контролем были вы-
браны фрагменты ткани поджелудочной железы 
с наличием протоков, в ядрах эпителия которых 
регистрировали слабое диффузное окрашивание. 

Для оценки и ранжирования экспрессии CDX2 
использовали разработанный полуколичествен-
ный индекс [14]. Оценку индекса экспрессии CDX2 
проводили по формуле: 

Индекс экспрессии CDX2 = ПЭ + ПМ × ИМ,
где ПЭ – паттерн экспрессии;
ПМ – протяженность метки (процент CDX2-по-

зитивных клеток в исследуемом объеме материа-
ла);

ИМ – интенсивность метки (таблица 1).
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Таблица 1
Критерии определения градации параметров, используемых при расчете индекса полуколичественной 

иммуногистохимической оценки белка CDX2
Оцениваемый параметр Критерии оценки Значение балла
Паттерн экспрессии Отсутствие метки 0

Разрозненные позитивно окрашенные клетки (до трех рядом расположенных клеток) 1
Очаговая экспрессия более чем в трех рядом расположенных клетках, но не во всех 
клетках железы 2

Линейная сплошная экспрессия во всей железе и соответствующей ей зоне 
покровно-ямочного эпителия 3

Протяженность метки Отсутствие метки (0%) 0
Очаговая экспрессия (1-5%) 1
Фокальная экспрессия (5-25%) 2
Мультифокальная экспрессия (25-50%) 3
Распространенная экспрессия (50-100%) 4

Интенсивность метки Отсутствие метки 0
Слабая интенсивность, соответствующая светло-коричневому окрашиванию ядра 1
Выраженная интенсивность, соответствующая темно-коричневому окрашиванию ядра 2

Оценку согласия врачей-патологоанатомов 
проводили путем расчета невзвешенного и взве-
шенного (линейное и квадратичное взвешивание) 
каппа-коэффициента (κ) Коэна (попарного сопо-
ставления мнений «каждый с каждым») с фор-
мированием генерального показателя согласия 
(медианы от полученных индивидуальных пока-
зателей). Значения каппа-коэффициента ранжиро-
вали: менее 0,2 – плохое согласие, плохая степень 
согласованности; от 0,21 до 0,4 – удовлетворитель-
ное (сносное) согласие, удовлетворительная сте-
пень согласованности; от 0,41 до 0,6 – умеренное 
(среднее) согласие, умеренная степень согласован-
ности; от 0,61 до 0,8 – хорошее согласие, хорошая 
степень согласованности; более 0,81 – очень хоро-
шее (значительное) согласие, очень хорошая сте-
пень согласованности [24, 25].

В исследовании приняло участие пять вра-
чей-патологоанатомов «общего профиля», не 
специализирующихся на диагностике патологии 
желудочно-кишечного тракта (частота просмо-
тра гастробиоптатов – 5−10 случаев в неделю) со 
стажем 3, 5, 10, 12 и 15 лет. Для расчета полуко-
личественного индекса белка CDX2 врачам предо-
ставляли серию микрофотографий, сделанных с 
использованием различных увеличений (×40, ×100, 
×200, ×400) с помощью микроскопа AxioSkop40 и 
камеры AxioCam MRc5 («Carl Zeiss», Германия).

Оценка межисследовательского согласия про-
ходила в два этапа: на первом этапе врачи оценива-
ли протяженность и интенсивность иммуногисто-
химической метки CDX2 и паттерн его экспрессии 
и рассчитывали полуколичественный индекс бел-
ка CDX2. Целью второго этапа служило повторное 
определение указанных выше параметров. Для 
минимизации вероятности механического вос-
произведения данного ранее заключения этапы 
проводили с интервалом в две недели, а диагно-
стические наблюдения ремаркировали с рандоми-
зированным присвоением им новых порядковых 

номеров.
Исследование одобрено Локальным этическим 

комитетом ФГБОУ ВО «Омский государственный 
медицинский университет» Минздрава России 
(протокол № 107 от 2 октября 2018 года).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Диффузная ядерная экспрессия CDX2 определя-

лась в ядрах всех эпителиоцитов в участках кишеч-
ной метаплазии. Ее интенсивность различалась от 
1 в очагах неполной кишечной метаплазии (типы 
II и III) до 2 в очагах полной кишечной метапла-
зии (тип I). Единичные CDX2-позитивные ядерные 
метки низкой интенсивности (1 балл) определя-
лись за пределами участков кишечной метаплазии 
в желудочном эпителии, преимущественно – в зоне 
перешейка желез и покровно-ямочном эпителии 
(рис. 1). При формировании серии срезов в таких 
участках в 75% биоптатов была обнаружена оча-
говая полная (тип I) кишечная метаплазия. Индекс 
CDX2 в биоптатах слизистой оболочки желудка 
принимал значения от 0 до 11 (среднее значение – 
2,5 (se=0,12, Sd=3,3, D=11)).

На первом этапе исследования рассчитаны зна-
чения невзвешенного каппа-коэффициента, рав-
ные 0,33 (для протяженности экспрессии – процен-
та позитивно окрашенных клеток в биоптате), 0,37 
(для паттерна экспрессии) и 0,47 (для интенсивно-
сти экспрессии), что указывает на умеренный уро-
вень согласия врачей-участников работы. 

При расчете каппа-коэффициента методом ли-
нейного и квадратичного взвешивания получены 
значения 0,53 и 0,6 соответственно (для интенсив-
ности экспрессии), 0,53 и 0,7 (для процента пози-
тивно окрашенных клеток в биоптате) и 0,55 и 0,7 
(для паттерна экспрессии). Все значения κ Коэна, 
полученные методом линейного взвешивания, де-
монстрируют умеренную согласованность заклю-
чений, полученные методом квадратичного взве-
шивания – хорошую.
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При оценке уровня согласия врачей-участни-
ков исследования при расчете полуколичествен-
ного индекса белка CDX2 значение невзвешенного 
каппа-коэффициента составило 0,27 (удовлетво-
рительное (сносное) согласие); тем не менее, при 
оценке того же показателя путем расчета κ Коэна 
методом квадратичного взвешивания значение 
коэффициента составило 0,8 (крайне высокая сте-
пень согласованности заключений).

На втором этапе исследования значения пока-
зателей согласия определили повторно. Все полу-
ченные значения невзвешенного каппа-коэффи-
циента, равные 0,84 (для паттерна экспрессии), 
0,87 (для интенсивности экспрессии) и 0,88 (для 
протяженности экспрессии), указывают на крайне 
высокий уровень согласия врачей-участников ис-
следования. 

При расчете каппа-коэффициента методом ли-
нейного и квадратичного взвешивания получены 
значения 0,89 и 0,9 соответственно (для интен-
сивности экспрессии), 0,89 и 0,94 (для паттерна 
экспрессии) и 0,93 и 0,97 (для процента CDX2-пози-
тивных клеток), также свидетельствующие в поль-
зу крайне высокой степени согласия экспертов.

При оценке согласованности диагностических 
заключений при расчете полуколичественного ин-
декса белка CDX2 получено значение невзвешенно-
го κ-коэффициента, равное 0,8 и значение κ Коэна, 
рассчитанной методом квадратичного взвешива-
ния, равное 0,97 (оба числовых показателя соот-
ветствуют крайне высокому уровню согласия).

ОБСУЖДЕНИЕ
Разница значений каппа-коэффициента, полу-

ченных на первом и втором этапах исследования 
при оценке паттерна, интенсивности и протяжен-

ности экспрессии CDX2 и его полуколичественного 
индекса, преимущественно связана с организацией 
работы врачей-участников. На первом этапе оцен-
ку каждого из параметров экспрессии и расчет на 
их основе индекса CDX2 проводили в соответствии 
с текстовой инструкцией, не содержащей приме-
ров выполнения задания, что провоцировало мак-
симально возможный уровень несовпадения мне-
ний. По завершении этапа проводили обсуждение 
его результатов с разъяснением процедуры ранжи-
рования каждого из параметров и демонстрацией 
трех диагностических наблюдений хронического 
атрофического гастрита, сходных с предложенны-
ми для самостоятельной оценки. 

Среди параметров, используемых для расчета 
полуколичественного индекса CDX2, наибольшие 
затруднения возникали с оценкой протяженности 
экспрессии (процента CDX2-позитивных клеток). 
Данная проблема связана с трудоемкостью точно-
го подсчета меток в пределах биоптата и, соответ-
ственно, субъективным характером их исчисления 
и может быть решена обсуждением нескольких 
«эталонных» случаев для унификации диагности-
ческих суждений.

Сложности ранжирования паттерна экспрессии 
преимущественно возникали при оценке диагно-
стических наблюдений с наличием протяженных 
участков кишечной метаплазии с линейной сплош-
ной экспрессией CDX2, затрагивающей покров-
но-ямочный эпителий, но не донные отделы же-
лез. Частью участников работы такие случаи были 
интерпретированы как относящиеся к градации 3 
(линейная сплошная экспрессия во всей железе и 
соответствующей ей зоне покровно-ямочного эпи-
телия), что вело к завышению градации показателя. 

Источником несогласованности мнений вра-
чей, участвующих в исследовании, являлись также 
наблюдения, где хотя бы один из расчетных пара-
метров индекса CDX2 присутствовал в двух града-
циях; например, в пределах одного гастробиопта-
та в примерно равных соотношениях встречались 
CDX2-позитивные метки слабой и выраженной ин-
тенсивности. 

Обращает на себя внимание резкое увеличение 
уровня межисследовательского согласия при рас-
чете полуколичественного индекса белка CDX2 на 
первом этапе работы при использовании метода 
квадратичного взвешивания каппа-коэффициен-
та. Указанная разница значений возникает в силу 
особенностей статистической обработки данных: 
при расчете невзвешенной κ Коэна совпадения ин-
декса учитываются фактически (значение полно-
стью совпало/значение не совпало); взвешенная 
же κ Коэна учитывает также близость указанных 
участниками исследования значений. Таким об-
разом, значительно возросшая согласованность 
мнений связана с тем, что врачи-патологоанатомы 
выносили сходные, хотя и не тождественные су-
ждения.

Рис. 1. Биоптат слизистой оболочки антрального 
отдела желудка с наличием очаговой кишечной 

метаплазии. Очаговая выраженная экспрессия CDX2 
(2 балла) в фокусе метаплазированного эпителия 
(указано стрелкой ►), очаговая слабая экспрессия 

(1 балл) в ядрах клеток покровно-ямочного 
эпителия желудка (указано квадратом ■) (окраска – 

иммуногистохимический метод; ×200)
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Белок CDX2 при его детекции иммуногисто-

химическим методом является хорошо распозна-
ваемым маркером кишечной дифференцировки 
эпителиоцитов. Полуколичественный индекс 

оценки, рассчитанный на основании паттерна им-
муногистохимической окраски, ее протяженности 
и интенсивности, обладает высоким уровнем вос-
производимости и может применяться для ранжи-
рования экспрессии CDX2.
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