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Аннотация. Участие белка PDCD4 в молекулярных механизмах, имеющих ключевое значение в 
канцерогенезе, делает оценку уровня его синтеза в тканях важной для ранней диагностики злокачествен-
ных опухолей. Цель исследования – разработать способ оценки результатов иммуногистохимической 
окраски белка PDCD4. Материал и методы. Материалом для исследования служили 49 образцов ткани 
аденокарциномы желудка человека и 80 случаев эндоскопического биопсийного исследования слизистой 
оболочки желудка пациентов с диспептическими жалобами. Морфологические изменения в биоптатах 
соответствовали хроническому гастриту с разной степенью выраженности воспаления. Для выявления 
белка PDCD4 иммуногистохимическим методом использовали кроличьи моноклональные анти-PDCD4 
антителами (клон EP 102, «abcam», США) и систему детекции («Diagnostic BioSystems», США). Результа-
ты. В рамках представленной работы был разработан метод полуколичественной визуальной оценки син-
теза регуляторного белка PDCD4 в гистологических срезах ткани иммуногистохимическим методом с оп-
ределением его в ядре и цитоплазме. Для этого рассчитывают индекс экспрессии PDCD4 в тканях при 
суммировании экспрессии в ядрах и в цитоплазме. Ядерная экспрессия представляет собой перемножение 
частоты окрашивания ядер (0–3 балла) и полуколичественной визуальной оценки интенсивности окра-
шивания ядер (0–3 балла). Цитоплазматическая экспрессия представляет собой полуколичественную ви-
зуальную оценку интенсивности окрашивания цитоплазмы (0–3 балла). Заключение. Предложенный 
метод позволяет с большей чувствительностью и специфичностью оценить синтез регуляторного белка 
PDCD4 в тканях, что дает возможность обнаруживать нарушение экспрессии PDCD4 в эпителиальных 
клетках на ранних этапах опухолевой трансформации клетки. 
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Abstract. The participation of PDCD4 protein in molecular mechanisms of key importance in carcino-
genesis makes the assessment of the level of its synthesis in tissues important for assessing the early diagnosis of 
malignant tumors. The aim of the presented study was to develop a method for evaluation of the results of 
immunohistochemical staining of the PDCD4 protein. Material and methods. The material for the study 
included 49 samples of human gastric adenocarcinoma tissue and 80 cases of endoscopic biopsy examination of 
the gastric mucosa of patients with dyspeptic complaints. Morphological changes in biopsies corresponded to 
chronic gastritis with varying degrees of inflammation. Rabbit monoclonal anti-PDCD4 antibodies (clone EP 102, 
abcam, USA) and a detection system (Diagnostic BioSystems, USA) were used to detect PDCD4 protein by im-
munohistochemical method. Results. The developed can be used for semi-quantitative visual assessment of 
synthesis  of  regulatory  protein  PDCD4  in  histological sections of tissue by immunohistochemical method with   
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detection in nucleus and cytoplasma. That is ensured by calculating an expression index of PDCD4 in tissues 
when summing up the nuclei expression and cytoplasm expression. Nuclear expression represents a product of 
staining frequency of nuclei (0–3 points) and semi-quantitative visual assessment of intensity of coloring nuclei 
(0–3 points). Cytoplasmic expression represents semi-quantitative visual assessment of intensity of cytoplasm 
(0–3 points). Conclusion. The proposed method makes it possible to evaluate the synthesis of the PDCD4 
regulatory protein in tissues with greater sensitivity and specificity, which makes it possible to detect a violation 
of PDCD4 expression in epithelial cells at the early stages of tumor cell transformation.  
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Conflict of interests: the authors declare no conflict of interests. 
 

For citation: Rubtsov V.A., Parygina M.N., Pomorgailo E.G., Shimanskaya A.G., Mozgovoi S.I., Kononov A.V. Semi-
quantitative method of immunohistochemical evaluation of the PDCD4 regulatory protein to study its role in carcinogenesis. 
Journal of Anatomy and Histopathology. 2024. V. 13, №4. P. 55–60. https://doi.org/10.18499/2225-7357-2024-13-4-55-60 
 

Ведение 
 

PDCD4 представляет собой клеточный 
белок, связанный с регуляцией активности 
eIF4F-зависимого белкового комплекса ини-
циации трансляции, был впервые выделен 
как протеин, ассоциированный с клеточным 
циклом [7, 13]. Увеличение количества белка 
ассоциировано с апоптозом [8, 9]. Белок 
PDCD4 в норме преимущественно расположен 
в ядре пролиферирующих клеток [2]. Сниже-
ние продукции PDCD4 ассоциировано с опу-
холевой прогрессией и неблагоприятным про-
гнозом при раке легкого, колоректальном ра-
ке, раке молочной железы и раке желудка [3, 
12]. В клетках рака желудка кишечного типа, 
как и в большинстве других опухолей, отмеча-
ется выраженное снижение уровня PDCD4, за 
счет, в большей степени, утраты ядерной 
фракции, при этом цитоплазматическая метка 
может сохраняться, пропадая только при раз-
дифференцировке опухоли [6, 15]. PDCD4 за 
счет своей основной функции – ингибирова-
ния активности белкового комплекса инициа-
ции трансляции eIF4F ведет к снижению 
трансляции белков (в том числе за счет спе-
цифического связывание с их мРНК в ядре 
клетки), играющих роль в молекулярных ме-
ханизмах пролиферации и клеточного цикла, 
апоптоза, эпителиально-мезенхимального 
перехода и деградации межклеточного мат-
рикса [10]. Участие PDCD4 в молекулярных 
механизмах, имеющих ключевое значение в 
канцерогенезе, делает оценку уровня синтеза 
этого белка в ткани важной для ранней диаг-
ностики злокачественных опухолей. 

Особенно актуальна оценка уровня син-
теза данного белка в гистологических срезах 
ткани биоптатов in situ с помощью иммуноги-
стохимического метода, что позволяет изби-
рательно оценить его экспрессию именно в 
эпителиальных клетках, увеличивая тем са-
мым точность за счет возможности исключе-
ния из оценки стромальных клеток и клеток 
воспалительного ряда. Для иммуногистохи-
мической оценки белка применяют различ-
ные подходы, основывающиеся на его детек-
ции в ядре и цитоплазме. H. Yu с соавт. [14] 
уровень белка PDCD4 вычисляли как произ-
ведение оценки процента позитивно окра-
шенных клеток и индекса интенсивности ок-

раски клеток, при этом оценка позитивно ок-
рашенных клеток подсчитывалась в процен-
тах и переводилась в баллы соответственно 
шкале: <20% – 0 баллов; 20–40% – 1 балл; 
40–60% – 2 балла; 60–80% – 3 балла; >80% – 
4 балла, а индекс интенсивности окраски кле-
ток распределялся следующим образом: 0 – 
отсутствие окраски; 1 – слабая; 2 – умеренная; 
3 – выраженная окраска клеток. Однако такой 
подход обладает рядом недостатков. Обе мет-
ки, ядерная и цитоплазматическая вносят 
равный вклад в общий индекс, тогда как на 
основании молекулярно-биологических осо-
бенностей в аспекте риска опухолевой транс-
формации более существенное значение име-
ет изменение ядерной экспрессии PDCD4 [4, 
5]. Отсутствие раздельной оценки ядерной и 
цитоплазматической меток ввиду их частого 
несовпадения, а также различного уровня 
прогностической ценности. Отсутствие оцен-
ки интенсивности окраски ядер клеток. 

Цель исследования – для преодоления 
недостатков существующих методов в серии 
наблюдений и экспериментов разработать 
собственный способ оценки результатов им-
муногистохимической окраски белка PDCD4 в 
тканях. 
 

Материал и методы исследования 
 

Объектами исследования были фраг-
менты слизистой оболочки желудка человека. 
Первая группа включала 49 образцов ткани 
аденокарциномы, полученных интраопераци-
онно при резекции желудка. Вторая группа 
насчитывала 80 случаев эндоскопического 
биопсийного исследования слизистой обо-
лочки желудка пациентов с диспептическими 
жалобами, которым было показано проведе-
ние фиброгастроскопии с биопсией. Морфо-
логические изменения в биоптатах соответст-
вовали хроническому гастриту с разной сте-
пенью выраженности воспаления. 

Проводку материала, заливку в пара-
фин, приготовление парафиновых срезов и 
окраску гематоксилином-эозином проводили 
по общепринятой методике. Морфологиче-
ские изменения слизистой оболочки желудка 
оценивали по гистологическим препаратам, 
окрашенным гематоксилином и эозином. 
Гистологический тип опухоли, степень ее 
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Таблица 1 / Table 1 
Полуколичественная оценка распространенности положительно окрашенных ядер эпите-

лиальных клеток 
Semiquantitative assessment of the prevalence of positively stained epithelial cell nuclei 

 

Количество положительно окрашенных ядер эпителиальных  
клеток к их общему количеству Значение балла 

Отсутствие окрашенных ядер эпителиальных клеток 0 
1–30% положительно окрашенных ядер эпителиальных клеток 1 
31–70% положительно окрашенных ядер эпителиальных клеток 2 
>70% положительно окрашенных ядер эпителиальных клеток 3 

 
дифференцировки определяли в соответствии 
с «Классификацией опухолей системы пище-
варения ВОЗ» 5-е издание. 57 случаев соответ-
ствовали критериям тубулярной аденокарци-
номы (ICD-O код 8211/3), папиллярная адено-
карцинома (ICD-O код 8260/3) была выявле-
на в 3 случаях. Исключались из исследования 
дискогезивный и перстневидноклеточный 
варианты аденокарциномы, карцинома с лим-
фоидной стромой. 

Для проведения иммуногистохимиче-
ского исследования нами была разработана и 
запатентована модифицированная методика 
ручного формирования тканевых матриц 
(мультиблоков) [1], что позволило увеличить 
эффективность и снизить продолжительность 
выполнения исследования при одновремен-
ном проведении реакции на одном стекле для 
нескольких десятков исследуемых и кон-
трольного образца. В качестве прототипа ис-
пользовалась методика, предложенная 
U. Vogel с соавт. [11]. 

Иммуногистохимическое исследование 
было выполнено на парафиновых срезах тол-
щиной 4 мкм, полученных с тканевых матриц. 
Депарафинизация и регидратация, демаски-
ровка антигена, инкубация с первичными 
кроличьими моноклональными анти-PDCD4 
антителами (клон EP 102, «abcam», США), в 
разведении 1:100 и системой детекции 
(«Diagnostic BioSystems», США) проводились 
по стандартному протоколу, в соответствии с 
инструкцией производителя. 

В качестве критерия сравнения количе-
ственных дискретных (порядковых с более 
чем 10 возможными значениями вариант) и 
непрерывных переменных был использован 
U-критерий Манна–Уитни для двух незави-
симых выборок. 
 

Результаты и их обсуждение 
 
Предлагаемый способ основывается на 

подсчете индекса экспрессии PDCD4 в тканях, 
который рассчитывается путем суммации экс-
прессии в ядре (ЭЯ) и в цитоплазме (ЭЦ). При 
этом экспрессия в ядре представляет собой 
произведение частоты окрашивания ядер 
(балла полуколичественной оценки распро-
страненности положительно окрашенных 
ядер согласно табл. 1) и полуколичественной 
визуальной оценки интенсивности окрашива-
ния ядер («отсутствие метки», отражающее 

отсутствие белка – 0 баллов, «слабое» – метка 
светло-коричневого цвета, отражающая низ-
кое количество белка – 1 балл, «умеренное» – 
метка коричневого цвета, отражающая уме-
ренное количество белка – 2 балла, «выра-
женное» – метка темно-коричневая, отра-
жающая большое количество белка – 3 бал-
ла). Экспрессия в цитоплазме, представляет 
собой полуколичественную визуальную оцен-
ку интенсивности окрашивания цитоплазмы 
(«отсутствие метки», отражающее отсутствие 
белка – 0 баллов, «слабое» – метка светло-
коричневого цвета, отражающая низкое ко-
личество белка – 1 балл, «умеренное» – метка 
коричневого цвета, отражающая умеренное 
количество белка – 2 балла, «выраженное» – 
метка темно-коричневая, отражающая боль-
шое количество белка – 3 балла). 

Экспрессия PDCD4 рассчитывается по 
следующей формуле: 

 

Индекс экспрессии PDCD4 = ЭЯ + ЭЦ, 

 

где ЭЯ – экспрессия в ядре; ЭЦ – экспрессия в 
цитоплазме, полуколичественная визуальная 
оценка интенсивности окраски цитоплазмы 
(градации описаны выше). 

Экспрессия в ядре рассчитывается по 
формуле: 

ЭЯ = ЧОЯ × ИЯ, 
где ЧОЯ – частота окрашивания ядер (соглас-
но табл. 1); ИЯ – полуколичественная визу-
альная оценка интенсивности окраски ядер 
(градации указаны выше). 

Максимальное значение общего индек-
са составляет 12, минимальное – 0. При этом 
выделяется 4 группы: 

0 – отрицательный результат; 
1–4 – слабая окраска; 
5–8 – умеренная окраска; 
9–12 – выраженная окраска. 
Оценка индекса экспрессии PDCD4 на 

примере фрагмента слизистой оболочки 
антрального отдела желудка с гистологи-
ческой картиной хронического гастрита 
(рис. 1). 

При оценке иммуногистохимической 
реакции мы выявили 80% положительно ок-
рашенных ядер эпителиальных клеток, что, 
согласно табл. 1, соответствует 3 баллам час-
тоты окрашивания ядер; при этом ядерная 
метка была темно-коричневого цвета – полу-
количественная визуальная оценка интенсив-
ности окраски ядер – 3 балла. Таким образом, 
экспрессия в ядре в данном случае составила 
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Рис. 1. Пример иммуногистохимического исследо-
вания белка PDCD4 в слизистой оболочке ан-
трального отдела желудка с гистологической 
картиной хронического гастрита. Стрептави-
дин-биотиновый метод, докраска ядер гематок-
силином. Ув. 200 (а), 400 (б). 
Fig. 1. An example of immunohistochemical study of 
PDCD4 protein in the mucous membrane of the 
antrum of the stomach with a histological signs of 
chronic gastritis. Streptavidin-biotin method, nuclei 
stained with hematoxylin. Magn. 200 (a), 400 (б). 

Рис. 2. Пример иммуногистохимического исследо-
вания белка PDCD4 в высокодифференцированной 
аденокарциноме желудка. Стрептавидин-
биотиновый метод, докраска ядер гематоксили-
ном. Ув. 200 (а), 400 (б). 
Fig. 2. An example of immunohistochemical study of 
the PDCD4 protein in highly differentiated gastric 
adenocarcinoma. Streptavidin-biotin method, nuclei 
stained with hematoxylin. Magn. 200 (a), 400 (б). 

 

 
Рис. 3. Пример иммуногистохимического исследо-
вания белка PDCD4 в умереннодифференцирован-
ной аденокарциноме желудка. Стрептавидин-
биотиновый метод, докраска ядер гематоксили-
ном. Ув. 1000. 
Fig. 3. An example of immunohistochemical study of 
PDCD4 protein in moderately differentiated gastric 
adenocarcinoma. Streptavidin-biotin method, nuclei 
stained with hematoxylin. Magn. 1000. 
 
 
3×3 = 9. При этом цитоплазматическая метка 
была светло-коричневого цвета – экспрессия в 
цитоплазме составила 1 балл. В итоге, при 
сложении экспрессии в ядре и экспрессии в 
цитоплазме мы получили значение индекса 
экспрессии PDCD4 равное 10 баллам. 

Оценка индекса экспрессии PDCD4 на 
примере фрагмента высокодифференциро-
ванной аденокарциномы желудка (рис. 2). 

При оценке иммуногистохимической 
реакции мы выявили 5% положительно ок-
рашенных ядер опухолевых клеток, что, со-
гласно таблице, соответствует 1 баллу частоты 
окрашивания ядер, при этом ядерная метка 
была светло-коричневого цвета – полуколи-
чественная визуальная оценка интенсивности 

окраски ядер – 1 балл. Таким образом, экс-
прессия в ядрах в данном случае составила  
1×1 = 1. При этом цитоплазматическая метка 
была светло-коричневого цвета – экспрессия в 
цитоплазме составила 1 балл. В итоге, при 
сложении экспрессии в ядрах и экспрессии в 
цитоплазме мы получили значение индекса 
экспрессии PDCD4 равное 2 баллам. 

Оценка индекса экспрессии PDCD4 на 
примере фрагмента умереннодифференциро-
ванной аденокарциномы желудка (рис. 3). 

При оценке иммуногистохимической 
реакции мы выявили полную утрату ядерной 
фракции PDCD4 (индекс экспрессии в ядре – 
0) при выраженной цитоплазматической мет-
ке в опухолевых клетках (индекс окрашива-
ния цитоплазмы – 3). 

Такой способ оценки уровня синтеза ре-
гуляторного белка PDCD4 в тканях позволяет 
придать большее значение изменению ядер-
ной экспрессии PDCD4 в общем индексе и с 
большей точностью фиксировать изменение 
его количества в эпителиальных клетках, что 
будет способствовать выявлению нарушения 
экспрессии PDCD4 на ранних этапах опухоле-
вой трансформации клетки с большей чувст-
вительностью и специфичностью. 

При проведении пробной оценки обще-
го индекса иммуногистохимической метки 
регуляторного белка PDCD4 в гистологиче-
ских срезах ткани с использованием предла-
гаемого способа в 129 исследуемых образцах 
слизистой оболочки желудка (80 – при хро-
ническом гастрите и 49 – при аденокарцино-
ме желудка кишечного типа) были получены 
статистически значимые (p=0,00001) отличия 
значений общего индекса полуколичествен-
ной оценки белка PDCD4 в тканях исследуе-
мых групп. При этом для аденокарциномы 
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желудка была достигнута чувствительность 
95% и специфичность 92%. 
 

Заключение 
 

Предложенный способ оценки регуля-
торного белка PDCD4 в тканях позволяет при-
дать большее значение изменению ядерной 
экспрессии PDCD4 в общем индексе и с боль-
шей точностью фиксировать изменение его 
количества в исследуемых клетках и тканях, 
что будет способствовать выявлению наруше-
ния экспрессии PDCD4 на ранних этапах опу-
холевой трансформации клетки с большей 
чувствительностью и специфичностью. При 
проведении пробной оценки иммуногистохи-
мической метки регуляторного белка PDCD4 с 
использованием предлагаемого способа в сли-
зистой оболочки желудка при хроническом 
гастрите и аденокарциноме желудка кишеч-
ного типа были получены статистически зна-
чимые различия значений общего индекса 
PDCD4 между исследуемыми группами 
p=0,00001. 
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