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Резюме. Ядерный фактор транскрипции κB (NF-κB) регулирует функции врожденного и адаптив-
ного иммунитета, является медиатором воспалительных реакций, активируя транскрипцию провос-
палительных цитокинов. Ингибиторы TNF блокируют сигнальный путь NF-κB, снижая активность 
воспалительного процесса. Цель исследования – оценить информативность определения фактора 
транскрипции NF-kB в популяциях лимфоцитов у детей с воспалительными заболеваниями кишеч-
ника (ВЗК) и псориазом для оценки эффективности анти-TNF терапии. Обследованы: 124 ребенка 
с ВЗК и 55 детей с вульгарным псориазом на фоне поддерживающего курса анти-TNF терапии, 30 
здоровых детей. Разделение на группы проводили по индексам PCDIA, PUCAI, PASI (≤ 10 – ремис-
сия). Количество клеток с транслокацией NF-κB определяли методом проточной цитометрии с визу-
ализацией (Amnis ImageStreamX Mk II). Статистическую обработку проводили программой Statistica 
10.0 и SPSS 16.0. Наибольшее количество клеток с транслокацией NF-κB выявлено в B-лимфоцитах 
и NK-клетках, что достоверно выше, чем в Т-хелперах и цитотоксических Т-лимфоцитах (р = 0,000). 
У пациентов в стадии обострения увеличен процент клеток с транслокацией NF-κB в популяци-
ях NK-клеток, Т-хелперов, цитотоксических Т-лимфоцитов, Th17-лимфоцитах, цитотоксических 
Th17- лимфоцитов (Tc17) и Treg относительно группы сравнения. В состоянии ремиссии активность 
NF- κB в популяциях лимфоцитов ниже, чем в стадии обострения. При псориазе в состоянии ремис-
сии активность NF-κB в В-лимфоцитов, NK-клетках, цитотоксических Т-лимфоцитах была досто-
верно ниже, чем в группе сравнения. При ВЗК в состоянии ремиссии активность NF-κB была повы-
шена только в T-хелперах. Уровень транслокации NF-κB в популяции NK-клеток отличался у детей 
с ВЗК и псориазом как в обострении (ВЗК – 46,2% (34-58); псориаз – 36,5% (29-48), р = 0,041), так и 
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в ремиссии заболевания (ВЗК – 25,4% (22-35); псориаз – 19,1% (17-22), р = 0,000). ROC-анализ со-
стояний «обострение/ремиссии» по количеству NK-клеток с транслокацией NF-κB показал хорошее 
качество разделительной модели (AUC > 0,8): cut-off при ВЗК составил 41% (Se = 65,4; Sp = 89,1), 
при псориазе – 23% (Se = 85,2; Sp = 94,7). Показана информативность уровня транслокации NF-κB в 
популяциях лимфоцитов у детей с ВЗК и псориазом для оценки эффективности анти-TNF терапии. 
Обострение заболевания при снижении эффективности терапии характеризуется активацией NF-κB 
в популяциях лимфоцитов у детей с ВЗК и псориазом.

Ключевые слова: дети, ВЗК, вульгарный псориаз, NF-κB, лимфоциты, проточная цитометрия с визуализацией
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POPULATIONS
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Abstract. Nuclear transcription factor κB (NF-κB) regulates innate and adaptive immunity functions and 
mediates inflammatory responses by activating proinflammatory cytokine gene transcription. TNF inhibitors 
block the NF-κB signaling pathway, thus reducing inflammatory activity. The aim of the study was to evaluate 
the informativity of NF-kB transcription factor determination in the lymphocyte populations in children with 
inflammatory bowel disease (IBD) and psoriasis to assess the efficacy of anti-TNF therapy. We have examined 
124 children with IBD and 55 children with psoriasis vulgaris administered maintenance anti-TNF therapy, and 
30 healthy children. Stratification into the study groups was carried out according to PCDIA, PUCAI, PASI 
indices (≤ 10, remission). The number of cells with NF-κB translocation was determined by flow cytometry 
with vusualization (Amnis ImageStreamX Mk II). Statistical evaluation was performed using Statistica 10.0 
and SPSS 16.0. The highest number of cells with NF-κB translocation was detected in B-lymphocytes and 
NK cells, thus being significantly higher than in T helper cells and cytotoxic T lymphocytes (p = 0.000). The 
percentage of cells with translocation of NF-κB in populations of NK cells, T helper, cytotoxic T lymphocytes, 
Th17 lymphocytes, cytotoxic Th17 lymphocytes (Tc17) and Treg was increased in the patients at the acute 
disease stage against the comparison group. In the remission state, NF-κB activity in lymphocyte populations 
was lower than in acute stage. In remission of psoriasis, NF-κB activity in B lymphocytes, NK cells, and 
cytotoxic T lymphocytes was significantly lower than in comparison group. In IBD remission state, the NF- κB 
activity was elevated only in T-helper cells. The level of NF-κB translocation in the NK-cell population 
differed in children with IBD and psoriasis, both in acute phase (IBD, 46.2% (34-58); psoriasis, 36.5% (29-48), 
p = 0.041), and remission of disease (IBD, 25.4% (22-35); psoriasis, 19.1% (17-22), p = 0.000). ROC analysis 
of the data from “exacerbation/remission” states assessed as the NK cell numbers with NF-κB translocation 
showed a good quality of the stratification model (AUC > 0.8): The cut-off value in IBD was 41% (Se = 65.4; 
Sp = 89.1), and in psoriasis it was 23% (Se = 85.2; Sp = 94.7). The informativity of NF-κB translocation level 
in lymphocyte populations in children with IBD and psoriasis was shown to correlate with efficacy of anti-TNF 
therapy. Exacerbation the disease with decreased therapeutic response is characterized by NF-κB activation in 
lymphocyte populations in the children with IBD and psoriasis.

Keywords: children, IBD, psoriasis vulgaris, NF-κB, lymphocytes, Amnis ImageStream
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Введение
Ядерный фактор транскрипции κB (NF-κB) 

регулирует функции врожденного и адаптивно-
го иммунитета, является основном медиатором 
воспалительных реакций [6]. Этот фактор транс-
крипции был открыт в зрелых В-лимфоцитах и в 
настоящее время обнаружен в различных клетках 
иммунной системы: Т-лимфоцитах, нейтрофи-
лах, макрофагах, дендритных клетках и др. [5, 
6]. NF-κB влияет на процессы воспаления за 
счет синтеза провоспалительных цитокинов, хе-
мокинов и молекул адгезии, а также регулирует 
клеточную пролиферацию, апоптоз, морфогенез 
и дифференцировку [11, 15]. В отсутствии спец-
ифических сигналов белки NF-κB связанны с 
ингибирующим комплексом (IkB) и находятся 
в цитоплазме в латентном состоянии. Под дей-
ствием стимулирующего агента происходит вы-
свобождение NF-κB от IκB и транслокация его 
в ядро клетки, где он активирует транскрипцию 
контролируемых генов [6, 13]. 

Нарушение регуляции NF-κB играет важ-
ную роль в патогенезе таких иммунозависимых 
заболеваниях, как ревматоидный артрит, вос-
палительные заболевания кишечника (ВЗК), 
рассеянный склероз, атеросклероз, системная 
красная волчанка, псориаз и др. [4, 11, 12, 14]. 
Для лечения аутоиммунных заболеваний исполь-
зуются препараты модулирующие активацию 
NF-κB: глюкокортикостероиды, нестероидные 
противовоспалительные препараты и антитела, 
нейтрализирующие цитокины и их рецепторы, в 
частности анти-TNF препараты [5, 6]. Накоплен 
богатый опыт применения ингибиторов TNF у 
пациентов с аутоиммунными заболеваниями, ко-
торые блокируют сигнальный путь NF-κB и, тем 
самым, снижают активность воспалительного 
процесса [3, 5, 6, 8]. Однако применение анти-
TNF терапии не всегда эффективно: у 30% па-
циентов с ВЗК и псориазом наблюдается потеря 
эффекта и не удается достичь стойкой ремиссии 
заболевания [1, 10]. В связи с этим, мониторинг 
уровня транслокации NF-κB (количество акти-
вированных клеток) может отражать эффектив-
ность иммуносупрессивной терапии при аутоим-
мунных заболеваниях. 

Цель исследования – оценить информатив-
ность определения фактора транскрипции NF- kB 
в различных популяциях лимфоцитов у детей с 
иммунозависимыми заболеваниями для оценки 
эффективности анти-TNF терапии. 

Материалы и методы 
В исследование включены 124 ребенка с ВЗК и 

55 детей с вульгарным псориазом, группу сравне-
ния составили 30 здоровых детей. Возраст детей 

составил: ВЗК (группа 1) – Me 13,4 (10,3-16,1), 
псориаз (группа 2) – Me 12,5 (8,3-15,5), группа 
сравнения (группа 3) – Me 12,4 (7,4-16,1). Прове-
денное исследование было одобрено локальным 
этическим комитетом ФГАУ «НМИЦ здоровья 
детей» Минздрава России.

Все пациенты были обследованы на фоне под-
держивающего курса (более 16 недель) анти-TNF 
терапии: для ВЗК – препаратами инфликсима-
бом и адалимумабом, для детей с псориазом – 
адалимумабом и этанерцептом. Тяжесть заболе-
вания у пациентов с ВЗК оценивали по индексам 
активности PCDIA для болезни Крона и PUCAI 
для язвенного колита, для пациентов с псориа-
зом – по индексу PASI. Низкая степень активно-
сти заболевания соответствовала индексам ≤ 10 – 
ремиссия, значения индексов > 10 – обострение. 
В состоянии ремиссии было 46 детей с ВЗК и 24 
ребенка с псориазом, в состоянии обострения 78 
детей с ВЗК и 31 пациент с вульгарным псориа-
зом.

Иммунофенотипирование лимфоцитов и 
оценку уровня транслокации NF-κB из цито-
плазмы в ядро проводили на предварительно 
выделенных мононуклеарных клетках пери-
ферической крови (PBMCs). В работе исполь-
зовали моноклональные антитела, меченные 
флуорохромами: CD19-PE, CD4-PE, CD8-PE,  
CD(16/56)-PE, CD127-PE, CD161-PE, CD3-
ECD, CD4-PB, CD25-PE-Cy7 (Beckman Coulter, 
США). Исследовали следующие популяции кле-
ток: CD3-CD19+ (В-лимфоциты); CD3-CD16+/
CD56+ (NK-клетки); CD3+CD4+ (Т-хелперы); 
CD3+CD8+ (цитотоксические Т-лимфоциты);  
CD3+CD161+CD4+ (Th17-лимфоциты); CD3+ 

CD161+CD8+ (цитотоксические Th17-
лимфоциты – Tc17); CD4+CD25+CD127high 
(активированные Т-хелперы – Thact); 
CD4+CD25+CD127low (регуляторные Т-лимфо-
циты – Treg).

Оценку количества клеток с транслокацией 
NF-κB проводили методом проточной цитоме-
трии с визуализацией (Amnis ImageStreamX Mk II) 
с применением набора Amnis NF-κB Translocation 
Kit (Luminex, США). Визуализацию и запись 
клеток выполняли при 40-кратном увеличении и 
низкой скорости потока, анализировали изобра-
жения отдельных клеток в хорошем фокусе. Для 
двойных позитивных клеток – NF-κB+/7-AAD+ 

определяли процент клеток с транслокацией 
NF- κB в популяциях лимфоцитов (% активиро-
ванных клеток). 

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили при помощи пакета Statistica 10.0, 
описательная статистика показателей представ-
лена в виде: Me (Q0,25-Q0,75). Для оценки значи-
мости различий между группами использовали 
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непараметрический критерий Манна–Уитни. 
Статистически значимыми считали различия при 
p < 0,05. ROC-анализ выполняли с использова-
ние программы SPSS 16.0. 

Результаты и обсуждение
Проведенный анализ показал, что у пациен-

тов с ВЗК и псориазом в стадии обострения уве-

личен процент клеток с транслокацией NF-κB в 
популяциях NK-клеток, Т-хелперов, цитотокси-
ческих Т-лимфоцитов, Th17-лимфоцитах, Tc17, 
Thact и Treg относительно группы сравнения 
(табл. 1). Количество В-лимфоцитов с трансло-
кацией NF-κB в состоянии обострения заболе-
вания в обеих группах не отличалось от уровня 
здоровых детей (табл. 1). 

ТАБЛИЦА 1. ПРОЦЕНТ КЛЕТОК С ТРАНЛОКАЦИЕЙ NF-κκB В ПОПУЛЯЦИЯХ ЛИМФОЦИТОВ У ДЕТЕЙ С ВЗК 
И ПСОРИАЗОМ В СТАДИИ ОБОСТРЕНИИ И РЕМИССИИ ЗАБОЛЕВАНИЯ 

TABLE 1. PERCENTAGE OF CELLS WITH TRANSLOCATION OF NF-κB IN LYMPHOCYTE POPULATIONS IN CHILDREN WITH 
IBD AND PSORIASIS AT THE STAGE OF EXACERBATION AND REMISSION OF THE DISEASE

Популяция
Population

Состояние
Condition

ВЗК 
IBD

Группа 1
Group 1

Псориаз 
Psoriasis
Группа 2
Group 2

Группа 
сравнения 
Comparison 

group
Группа 3
Group 3

Уровень 
достоверности 
Confidence level 

p

CD19

Обострение
Exacerbation 60,3 (45-73) 54,5 (43-74)

58,4 (40-72)

p1, 3 = 0,471; 
p2, 3 = 0,994

Ремиссия 
Remission 46,3 (37-57)* 41,1 (36-51)* p1, 3 = 0,068; 

p2, 3 = 0,019

NK

Обострение
Exacerbation 46,2 (34-58) 36,5 (29-48)

29,9 (18-42)

p1, 3 = 0,000; 
p2, 3 = 0,007

Ремиссия 
Remission 25,4 (22-35)* 19,1 (17-22)* p1, 3 = 0,489; 

p2, 3 = 0,001

CD4

Обострение
Exacerbation 28,5 (19-41) 22,8 (19-34)

18,4 (14-20)

p1, 3 = 0,000; 
p2, 3 = 0,000

Ремиссия 
Remission 19,8 (17-26)* 18,1 (16-20)* p1,3 = 0,017; 

p2, 3 = 0,473

CD8

Обострение
Exacerbation 24,6 (17-36) 22,6 (18-28)

17,2 (16-24)

p1, 3 = 0,001; 
p2, 3 = 0,011

Ремиссия 
Remission 18,0 (14-22)* 15,4 (13-17)* p1, 3 = 0,755; 

p2, 3 = 0,040

Th17

Обострение
Exacerbation 29,3 (21-38) 22,9 (21-32)

19,6 (17-23)

p1, 3 = 0,000; 
p2, 3 = 0,001

Ремиссия 
Remission 20,6 (16-26)* 18,3 (40-72)* p1, 3 = 0,067; 

p2, 3 = 0,377

Tc17

Обострение
Exacerbation  32,8 (23-44) 32,6 (25-37)

20,8 (16-26)

p1, 3 = 0,000; 
p2, 3 = 0,000

Ремиссия 
Remission 24,0 (14-31)* 16,4 (14-17)* p1, 3 = 0,532; 

p2, 3 = 0,009

Thact

Обострение
Exacerbation 25,9 (18-39) 20,9 (16-31)

15,2 (15-18)

p1, 3 = 0,000; 
p2, 3 = 0,004

Ремиссия 
Remission 18,8 (13-27)* 17,6 (14-20)* p1, 3 = 0,102; 

p2, 3 = 0,518

Treg

Обострение
Exacerbation 28,4 (20-43) 29,0 (21-36)

20,3 (16-26)

p1, 3 = 0,001; 
p2, 3 = 0,001

Ремиссия 
Remission 23,6 (19-28)** 20,6 (20-25)* p1, 3 = 0,087; 

p2, 3 = 0,518

Примечание. * –  p < 0,01; ** –  p < 0,05 при сравнении состояний «обострение-ремиссия» внутри групп.

Note. *, p < 0.01; **, p < 0.05 when comparing “exacerbation-remission” states within groups.
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Рисунок 1. Относительное количество Т-хелперов, цитотоксических Т-лимфоцитов, Th17 и Tc17 с транслокацией 
NF-κB при обострении и ремиссии ВЗК и псориаза у детей 
Примечание. Пунктиром выделен диапазон нормы для количества клеток с транслокацией NF-κκB. Данные представлены 
в виде: Me (Q0,25-Q0,75); разброс без выбросов. 
Figure 1. Relative number of T helpers, cytotoxic T lymphocytes, Th17 and Tc17 with NF-κB translocation during exacerbation and 
remission of IBD and psoriasis in children 
Note. The dotted line highlights the norm range for the number of cells with translocation NF-κB. The data is presented in the form: Me (Q0.25-Q0.75); 
non-outlier range.

Рисунок 2. ROC-кривые для разделения состояний «обострение-ремиссия» по количеству NK-клеток 
с транслокацией NF-κB для детей с ВЗК и псориазом 
Figure 2. ROC curves for the separation of “exacerbation-remission” states by the number of NK cells with NF-κB translocation for children with 
IBD and psoriasis
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У детей с псориазом в состоянии ремиссии на 
фоне анти-TNF терапии процент клеток с транс-
локацией NF-κB в популяциях В-лимфоцитов, 
NK-клеток, цитотоксических Т-лимфоцитах и 
Tc17 был достоверно ниже, чем в группе сравне-
ния (табл. 1). Тогда как у пациентов с ВЗК в со-
стоянии ремиссии активность NF-κB не отлича-
лась от группы сравнения во всех популяциях, за 
исключением T-хелперов, в которых активность 
оставалась повышенной (табл. 1). 

В состоянии ремиссии заболевания на фоне 
биологической терапии активность фактора NF-
κB была достоверно ниже во всех исследованных 
популяциях, чем в стадии обострения, как для 
ВЗК, так и при псориазе (табл. 1). 

Хотелось бы отметить, что у детей с ВЗК в со-
стоянии обострения и в ремиссии заболевания 
наибольшее количество клеток с транслокацией 
NF-κB в изученных популяциях было выявле-
но в популяции B-лимфоцитов и в NK-клетках. 
Активность фактора транскрипции в этих по-
пуляциях достоверно превышает активность в 
Т-хелперах и цитотоксических Т-лимфоцитах 
(р = 0,000). Данный факт согласуется с результа-
тами исследований, полученных при других им-
мунозависимых патологиях и у здоровых [2, 3]. 

В состоянии ремиссии заболевания у детей с 
ВЗК выявлено достоверно более высокий уро-
вень активности NF-κB в популяциях цито-
токсических Т-лимфоцитов, Th17 и Tc17, чем в 
группе детей с псориазом (рис. 1). При сравне-
нии количества клеток с транслокацией NF-κB у 
пациентов с ВЗК и псориазом в состоянии обо-
стрения количество В-лимфоцитов (р  =  0,44), 
Т-хелперов, цитотоксических Т-лимфоцитов, 
Th17, Tc17, Thact (р = 0,212) и Treg (р = 0,849) с 
транслокацией NF-κB не отличалось, но в группе 
детей с ВЗК наблюдался больший разброс пока-
зателей (рис. 1). 

Уровень транслокации NF-κB в популяции 
NK-клеток был единственным показателем, ко-
торый отличался у детей с ВЗК и псориазом как в 

состоянии обострения (ВЗК – 46,2 (34-58); псо-
риаз – 36,5 (29-48), р = 0,041), так и в ремиссии 
заболевания (ВЗК – 25,4 (22-35); псориаз – 19,1 
(17-22), р = 0,000). 

Проведенный ROC-анализ для состояний 
обострение-ремиссия по количеству NK-клеток 
с транслокацией NF-κB для детей с ВЗК и псо-
риазом показал очень хорошее качество раздели-
тельной модели (рис. 2). Расчеты показали, что 
уровень cut-off данного показателя для детей с 
ВЗК составил 41% (Se = 65,4; Sp = 89,1), для детей 
с псориазом – 23% (Se = 85,2; Sp = 94,7). 

NF-κB один из наиболее изученных факто-
ров транскрипции, впервые идентифицирован 
в ядре B-лимфоцитов. Этот белок играет клю-
чевую роль в регуляции иммунной системы че-
ловека, а его неконтролируемая дисрегуляция 
связана со многими хроническими заболевани-
ями, включая рак, аутоиммунные заболевания и 
воспалительные процессы [9]. В настоящее вре-
мя разработаны методы количественной оценки 
уровня транслокации NF-κB в различных попу-
ляциях клеток [7]. Проведенное исследование 
показало информативность определения уровня 
транслокации NF-κB в популяциях лимфоци-
тов для детей с ВЗК и псориазом для оценки эф-
фективности терапии блокаторами TNFα. Для 
состояния обострения характерно повышение 
активности NF- κB в популяциях Т-хелперов, 
Тh17-лимфоцитах и Treg, которые играют непо-
средственную роль в развитии воспаления при 
ВЗК и псориазе [9]. 

Заключение
Таким образом, состояние обострения заболе-

вания на фоне анти-TNF терапии (при снижении 
эффективности терапии) характеризуется акти-
вацией фактора транскрипции NF-κB в попу-
ляциях лимфоцитов у детей с ВЗК и псориазом. 
Повышение NK-клеток с транслокацией NF-κB 
у детей с ВЗК более 41%, а у детей с псориазом 
более 23% может быть предиктором снижения 
эффективности анти-TNF терапии. 
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