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ОСОБЕННОСТИ ИММУННОГО СТАТУСА У ДЕТЕЙ 
С БОЛЕЗНЬЮ ВИЛЬСОНА–КОНОВАЛОВА ПРИ РАЗНЫХ 
СТАДИЯХ ФИБРОЗА ПЕЧЕНИ
Курбатова О.В.1, Купцова Д.Г.1, Безрукавникова Л.М.2, 
Радыгина Т.В.1, Мовсисян Г.Б.1, Анушенко А.О.1, Комарова А.Д.1, 
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Резюме. В основе патогенеза болезни Вильсона–Коновалова (БВ) лежит нарушение экскреции 
меди, которое приводит к его избыточному накоплению в тканях. При БВ характерна гиперкупрени-
лурия. Токсическое действие меди на ткань печени может проявляться в форме жировой дистрофии 
гепатоцитов, гепатита, фиброза и цирроза печени. Цель работы – оценить иммунный статус у де-
тей с БВ в зависимости от стадии фиброза печени. Обследовано 53 пациента с БВ в возрасте от 6 до 
18 лет. Стадию фиброза печени оценивали методом транзиентной эластографии печени на аппарате 
FibroScan F502 (EchoSence, Франция). Исследование иммунного статуса лимфоцитов перифериче-
ской крови выполнено на проточном цитофлуориметре CYTOMICS FC500 (Beckman Coulter, США). 
В лимфоидном регионе оценивали относительное количество В-лимфоцитов (В1 и В2-популяции), 
NK-клеток, Т-хелперов, цитотоксических Т-лимфоцитов, Тh17-лимфоцитов, регуляторных Т-клеток, 
активированных Т-хелперов. Все показатели иммунного статуса пациентов были пересчитаны в про-
центах отклонения от возрастной нормы. Массовую концентрацию меди в суточной моче определяли 
атомно-абсорбционным методом с помощью спектрометра AAnalyst 800. Статистическая обработка 
выполнена программой Statistica10.0. Для пациентов с БВ характерно увеличение Т-хелперов, регуля-
торных Т-клеток, Th17-лимфоцитов и активированных Т-хелперов на фоне снижения цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитов и NK-клеток по сравнению с нормой. Количество В-клеток не зависит от стадии 
фиброза печени и находится на нижней границе нормы или снижено. С увеличением стадии фиброза 
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печени увеличивается количество В1- и уменьшается В2-лимфоцитов. Содержание меди в моче у об-
следованных пациентов изменялось от 19 до 835 мкг/сут, было выше нормативных значений у 88% де-
тей и составляло Ме = 175 мкг/сут (71-330). Получены корреляционные зависимости концентрации 
меди в моче и степени отклонения иммунного статуса (R = 0,63): увеличивается концентрация меди 
в моче при увеличении количества Th17-лимфоцитов, В1-лимфоцитов и регуляторных Т-клеток и 
при снижении количества В2-лимфоцитов. У детей с БВ при наличии кольца Кайзера–Флейшера 
получено достоверное снижение популяции цитотоксических Т-лимфоцитов (р = 0,034). Показатели 
клеточного иммунитета у детей с БВ являются информативным инструментом для оценки степени 
тяжести поражения печени.

Ключевые слова: дети, болезнь Вильсона–Коновалова, фиброз печени, лимфоциты, проточная цитометрия

FEATURES OF IMMUNE STATUS IN CHILDREN WITH WILSON–
KONOVALOV DISEASE AT DIFFERENT STAGES OF LIVER 
FIBROSIS
Kurbatova O.V.a, Kuptsova D.G.a, Bezrukavnikova L.M.b, 
Radygina T.V.a, Movsisyan G.B.a, Anushenko A.O.a, Komarova A.D.a, 
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Abstract. The pathology in Wilson–Conovalov disease (WCD) results from impaired excretion of copper, 
thus leading to its excessive accumulation in tissues. Hypercupreniluria is characteristic to the WCD. Toxic 
effects of copper on liver tissue can manifest as fatty degeneration of hepatocytes, hepatitis, fibrosis and cirrhosis. 
Purpose of the present work was as follows: estimation of immune status in children with WD depending on the 
stage of liver fibrosis. Fifty-three patients with WCD aged 6 to 18 years, were examined. The stage of liver fibrosis 
was assessed by transient liver elastography using FibroScan F502 (EchoSence, France). The immune status of 
peripheral blood lymphocytes was examined using CYTOMICS FC500 flow cytofluorimeter (Beckman Coulter, 
USA). The relative numbers of B lymphocytes (B1 and B2 populations), NK cells, T helper cells, cytotoxic 
T lymphocytes, Th17 lymphocytes, regulatory T cells, activated T helper cells were assessed in the lymphoid 
area. All indices of the patients’ immune status were recalculated for percentage of deviation from the age-
dependent reference values. Mass concentration of copper in daily urine was determined by atomic absorption 
method using “AAnalyst 800” spectrometer. Statistical processing was performed by Statistica10.0 program.  
The WCD patients are characterized by an increase of Т helpers, regulatory Т cells, Th17 lymphocytes and 
activated Т helpers, along with decrease of cytotoxic Т lymphocytes and NK cells against normal levels. The 
number of B cells did not depend on the stage of liver fibrosis and was at the lower limit of normal range,  
or decreased. Upon increase of the liver fibrosis stage, the number of B1 lymphocytes increases and B2 lympho-
cy tes become decreased. The urinary copper content in the examined patients varied from 19 to 835 μg/day, being 
higher than the reference values in 88% of children, with median value of 175 μg/day (71-330). A correlation 
between urinary copper concentration and degree of immune status deviation was revealed (R = 0.63): urinary 
copper concentration was increased when the number of Th17 lymphocytes, B1 lymphocytes and regulatory 
T cells became higher, and when the number of B2 lymphocytes decreased. A significant decrease in the 
population of cytotoxic T lymphocytes (p = 0.034) was observed in children with WCD in the presence of 
Kaiser–Fleischer ring. Indexes of cellular immunity in children with WCD are an informative tool to assess the 
severity of liver damage.

Keywords: children, Wilson–Konovalov disease, liver fibrosis, lymphocytes, flow cytometry
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Введение
Болезнь Вильсона–Коновалова (БВ) – тяже-

лое прогрессирующее наследственное заболева-
ние, передающееся по аутосомно-рецессивному 
типу [3, 14]. Патогенез заболевания обусловлен 
нарушением экскреции меди из организма, при-
водящим к избыточному накоплению этого ми-
кроэлемента в тканях и сочетанному поражению 
паренхиматозных органов (прежде всего печени) 
и головного мозга (преимущественно подкорко-
вых ядер). Описано почти 300 мутаций гена, ко-
дирующего белок ATP7B, которые могут приво-
дить к нарушению метаболизма меди [8].

Для болезни Вильсона–Коновалова характер-
ны: лейкопения, нормохромная анемия, тромбо-
цитопения,  снижение церулоплазмина и общей 
меди, гипоальбуминемия, увеличение уровней 
аминотрасфераз (в 1,5-50 раз), билирубина, ще-
лочной фосфатазы, гаммаглютамилтранспепти-
дазы [3, 13]. Особое внимание отводится определе-
нию меди в моче: гиперкупренилурия у пациентов 
с болезнью Вильсона–Коновалова может дости-
гать более 1500 мкг/сут (норма <  50 мкг/сут) [9, 
13]. Токсическое действие меди на ткань печени 
может проявляться в форме жировой дистрофии 
гепатоцитов, гепатита, фиброза и цирроза пече-
ни [7, 14]. Жировая инфильтрация может быть 
связана с перекисным окислением липидов и 
повреждением митохондрий. Можно видеть ин-
фильтрацию межклеточного пространства лим-
фоцитами и волокнами коллагена [7, 14].

Получены данные о нарушениях врожденного 
и адаптивного иммунитета у пациентов с различ-
ными болезнями накопления. Показано, что па-
циенты с болезнью Гоше, мукополисахаридозом 
VII типа и альфа-маннозидозом предрасположе-
ны к подавлению иммунитета, более восприим-
чивы к инфекциям и имеют более высокий риск 
развития аутоиммунных заболеваний и злокаче-
ственных новообразований [6, 15].

Нарушения в иммунной системе при болезнях 
накопления зависят от ферментного дефекта и 
имеют разнонаправленный характер. Так, у детей 
с болезнью Гоше (накопление глюкоцеребрози-
да) описано повышенное абсолютное количество 
В- и Т-лимфоцитов, активированных Т-хелперов 
(Thact) и активированных цитотоксических 
Т-лимфоцитов по сравнению с контролем [15]. 
У пациентов с болезнью Ниманна–Пика типа С 
(накопление липидов) выявлены значительные 
нарушения регуляции врожденного иммуните-
та, при этом снижается количество NК-клеток 
и цитотоксических Т-лимфоцитов в циркуля-

ции, нарушаются процессы дегрануляции [10]. 
Исследование мышиной модели мукополисаха-
ридоза I типа выявило снижение В-клеток, ци-
тотоксических Т-лимфоцитов и Т-хелперов по 
сравнению с контрольной группой животных [5]. 
Несмотря на явные клинические признаки на-
рушений у пациентов с БВ, данные о состоянии 
иммунного статуса у этих пациентов отсутствуют.

Цель работы – оценить иммунный статус у де-
тей с болезнью Вильсона–Коновалова в зависи-
мости от стадии фиброза печени.

Материалы и методы 
Обследовано 53 пациента с болезнью Вильсо-

на–Коновалова, в возрасте от 6 до 18 лет Ме 14,1 
(11,0-16,6). Все дети находились на стационар-
ном лечении в гастроэнтерологическом отделе-
нии с гепатологической группой ФГАУ «НМИЦ 
здоровья детей» Минздрава России. 

Оценку стадии фиброза печени проводи-
ли методом транзиентной эластографии пе-
чени на аппарате FibroScan F502 (EchoSence, 
Франция). Для диагностики степени фиброза 
печени использовали шкалу METAVIR: стадия 
F1 – плотность в интервале 5,9-7,2 кПа; стадия 
F2 – 7,3-9,5 кПа; стадия F3 – 9,6-12,5 кПа, ста-
дия F4 (цирроз печени) – плотность 12,6 кПа и 
более [1,11]. В зависимости от стадии фиброза 
дети были разделены на 4 группы: группа 1 – 
отсутствие фиброза печени (F0, n = 11); груп-
па 2 – минимальные фибротические изменения 
печени (F1, n = 17); группа 3 – выраженный фи-
броз печени (F2-3, n = 14) и группа 4 – цирроз 
печени (F4, n = 11).

Исследование иммунного статуса лимфоци-
тов периферической крови, выполнено на про-
точном цитофлуориметре CYTOMICS FC500 
(Beckman Coulter, США). Использовали моно-
клональные антитела производства Beckman 
Coulter и Becton Dickinson (США): CD4-FITC, 
CD3-FITC, CD8-PE, CD19-PE, CD(16/56)-PE, 
CD127-PE, CD161-PE, CD3-PerCP, CD45-PerCP, 
CD45-PC7, CD25-PC7, CD5-PC7. Пробопод-
готовку образцов периферической крови про-
водили в соответствии со стандартизованной 
технологией [4]. В лимфоидном регионе CD45+ 
оценивали следующие популяции лимфоци-
тов: В-лимфоциты (CD19+CD3-), включая В1-
популяцию (CD3-CD19+CD5+) и В2-популяцию 
(CD3-CD19+CD5-) лимфоцитов, NK-клетки 
(CD3-СD16+CD56+), Т-хелперы (CD3+CD4+), ци-
тотоксические Т-лимфоциты (CD3+CD8+), Тh17-
лимфоциты (CD3+CD4+CD161+), регуляторные 
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Т-клетки (CD25+CD4+CD127low), активирован-
ные Т-хелперы (CD25+CD4+CD127high). Учитывая 
возрастные особенности клеточного иммунитета 
у детей, все показатели иммунного статуса паци-
ентов были пересчитаны в процентах отклонения 
от возрастной нормы. 

Массовую концентрацию меди в суточной 
моче определяли в лаборатории медико-био-
логических исследований ФГБНУ «НИИ меди-
цины труда имени академика Н.Ф. Измерова» 
атомно-абсорбционным методом с помощью 
атомно-абсорбционного спектрометра AAnalyst 
800 с электротермической атомизацией пробы в 
графитовой печи с пиропокрытием, импульсным 
нагревом атомизатора и Зееман-корректором 
фона при длине волны 324,8 нм.

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с помощью Statistica 10.0. Для 
оценки значимости различий между группа-
ми использовали непараметрический критерий 
Манна–Уитни, значимыми считали различия 
при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Выявлены отличия показателей иммунного 

статуса пациентов с болезнью Вильсона–Коно-
валова в зависимости от стадии фиброза печени 
(табл. 1). У всех пациентов с БВ отмечается уве-

личение количества Т-хелперов по сравнению 
с нормативными показателями, вне зависимо-
сти от стадии фиброза печени. Относительное 
количество цитотоксических Т-лимфоцитов 
снижается при увеличении стадии фиброза 
печени, в большей степени при стадии F4. От-
мечается снижение количества NK-клеток при 
F0-, F1- и F4-стадиях фиброза, на стадии F2-3 
NK-клетки находятся в пределах возрастной 
нормы (табл. 1). Количество В-клеток не зави-
сит от стадии фиброза печени и находится на 
нижней границе нормы или снижено, при этом 
наблюдается изменение соотношения В1- и 
В2-субпопуляций: увеличение количества В1 и 
снижение количества В2 с увеличением стадии 
фиброза печени.

Анализ количества малых популяций лим-
фоцитов у детей с БВ показал достоверное уве-
личение регуляторных Т-клеток с увеличением 
стадии фиброза и достигает максимальных зна-
чений при циррозе печени (рF0-F4 = 0,003; рис. 1А). 
Получено достоверное увеличение количества 
Th17-лимфоцитов при увеличении стадии фи-

броза печени c Ме -17 (-46 – 36) при стадии F0 до  

Ме 177 (72 – 261) при стадии F4 (р F0-F4 = 0,004; 
рис. 1Б). У 72% пациентов при циррозе печени 
количество Th17-лимфоцитов превышает воз-

Рисунок 1. Отклонения показателей Тh17 и Тreg от возрастной нормы у детей с болезнью Вильсона–Коновалова 
в зависимости от стадии фиброза печени
Примечание. Пунктиром выделен диапазон нормы для количества клеток Тh17 и Тreg.
Figure 1. Deviations of Th17 and Treg values from the age norm in children with Wilson–Konovalov disease, depending on the 
stage of liver fibrosis
Note. The dotted line highlights the norm range for the number of Тh17 и Тreg cells.
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растную норму, при этом количество активиро-
ванных Т-хелперов повышено у 82% пациентов с 
БВ (р F0-F4 = 0,017).

Полученные данные изменений иммунного 
статуса с зависимости от стадии фиброза печени 
при БВ у детей согласуются с результатами иссле-
дований при других метаболических заболевани-
ях с поражением печени [2, 5, 6, 10, 15].

Содержание меди в моче у обследованных па-
циентов изменялось от 19 до 835 мкг/сут, было 
выше нормативных значений у 88% детей и со-
ставляло Ме = 175 (71 – 330) мкг/сут. Достовер-
ных отличий от стадии фиброза не выявлено, 
наибольший разброс отмечался при циррозе пе-
чени.

Получены корреляционные зависимости кон-
центрации меди в моче и степени отклонения 
иммунного статуса (R = 0,63). Полученное урав-
нение регрессии показало увеличение концен-
трации меди в моче при увеличении количества 
Th17-лимфоцитов, В1-лимфоцитов и регулятор-
ных Т-клеток и при снижении количества В2-
лимфоцитов (рис. 2).

Одним из диагностических показателей БВ 
является накопление меди в десцеметовой мем-
бране роговой оболочки глаза в виде колец 
Кайзера–Флейшера [3, 12]. Нами проанализи-

Рисунок 2. Множественная корреляционная 
зависимость содержания меди в моче от показателей 
иммунного статуса у детей с БВ
Figure 2. Multiple correlation dependence of copper content 
in urine on indicators of immune status in children with Wilson–
Konovalov diseas

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ ОСНОВНЫХ И МАЛЫХ ПОПУЛЯЦИЙ ЛИМФОЦИТОВ У ДЕТЕЙ С БВ (% ОТКЛОНЕНИЙ 
ОТ ВОЗРАСТНОЙ НОРМЫ, Me (Q0,25-Q0,75))

TABLE 1. INDICATORS OF MAJOR AND SMALL POPULATIONS OF LYMPHOCYTES IN CHILDREN WITH WD (% OF 
DEVIATIONS FROM THE AGE NORM, Me  (Q0.25-Q0.75))

Показатель
Parameter

Группа 1
Group 1

F0
(n = 11)

Группа 2
Group 2

F1
(n = 17)

Группа 3
Group 3

F2-3
(n = 14)

Группа 4
Group 4

F4
(n = 11)

CD4 (% CD45) 151 (85–174) 179 (163–239) 135 (24–205) 153 (31–260)

CD8 (% CD45) 15 (-73 – -66) -11 (-46–41) -10 (-63–45) -56 (-70–75) 

NK (% CD45) -18 (-42 – -8) -31 (-51–16) 19 (-31–59) -22 (-35–5)

CD19 (% CD45) 6 (-24–77) 1 (-33–22) -5 (-16–35) 16 (-12–73)

B1 (% CD19) 7 (-25–114) 0 (-37–90) 77 (37–98) 97 (-47–126)

B2 (% CD19) 95 (-15–125) 102 (10–140) 24 (2–65) 3 (-28–150)
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(р = 0,034). При наличии кольца отклонения от 
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увеличению количества малых популяций CD4-
клеток (Th17, Thact, Treg) у детей с БВ при нали-
чии кольца Кайзера–Флейшера. 

Заключение
Показатели клеточного иммунитета у детей с 

болезнью Вильсона–Коновалова являются ин-

формативным инструментом для оценки степени 
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нием количества Th17-лимфоцитов, активиро-

ванных Т-хелперов и регуляторных Т-клеток на 

фоне снижения содержания цитотоксических 

Т-лимфоцитов.
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