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Abstract
Background.Background.Background.Background.Background. Depressive disorders are a serious and frequent challenge for contemporary medicine. The under-
standing of basic pathophysiological and etiological principles of depression is still poor. According to the immu-
nological hypothesis of depression, dysregulation of nervous system may induce dysregulation of the immune
system or vice versa. The aim of current study was to assess the differences in the mitochondrial membrane
potential and in the level of activation antigens CD25 and CD69 between peripheral blood T lymphocytes of
healthy people and people who suffer from depression.
Materials and methods.Materials and methods.Materials and methods.Materials and methods.Materials and methods. JC-1 — a fluorescent mitochondrial membrane potential probe — and flow cytometry
were used for comparison of the levels of mitochondrial potential in the T cells of patients with diagnosed depres-
sive episode (ICD-10 diagnostic criteria) and from healthy people. Flow cytometry was also used for assessment of
phenotype differences.
Results.Results.Results.Results.Results. Mitochondrial potential in the lymphocytes of people who suffer from depression was decreased in
comparison with healthy control, pointing at the possibility of impaired energy production in these cells. At the
same time we observed a significant increase of percentages of both CD4+CD25+ and CD8+CD25+ as well as
CD8+CD69+ lymphocytes in depressive patients, suggesting increased levels of lymphocyte activation associated
with the disease.
Conclusions. Conclusions. Conclusions. Conclusions. Conclusions. There is an association between depression and the immune system state.
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Porównanie wybranych parametrów
układu immunologicznego u osób
zdrowych i chorych na depresję
Comparison of chosen immune system parameters in
patients suffering from depression and healthy donors

Wstęp
Istnieje wiele teorii mówiących o patogenezie depresji
— monoaminowa hipoteza depresji [1], hipoteza zmian
adaptacyjnych w układach neuroprzekaźnikowych [2],
teoria zachwianej równowagi cyklicznego AMP (cAMP,
cyclic adenosine monophosphate) [3], zwiększonej ak-
tywności osi „podwzgórze-przysadka mózgowa-nad-
nercza” (HPA), hipoteza immunologiczna depresji [4]

oraz zaburzenia plastyczności neuronalnej [5]. Wszyst-
kie te teorie i hipotezy wzajemnie się uzupełniają. Pod-
czas epizodu depresyjnego dochodzi do dysfunkcji osi
stresowej limbiczno-podwzgórzowo-przysadkowo-nad-
nerczowej i do niemożności jej prawidłowej regulacji
w następstwie sytuacji stresowych.
Zaburzenia afektywne, do których należy depresja, są
przykładem uogólnionego zachwiania homeostazy
organizmu. Zespoły depresyjne przypominają stres
przewlekły: dochodzi w nich do wzrostu stężenia kor-
tykoliberyny (CRF,  corticotropine releasing factor) w pły-
nie mózgowo-rdzeniowym, osłabionej odpowiedzi przy-
sadki na CRF, stężenie kortyzolu w osoczu krwi jest
często podwyższone, dochodzi do zmniejszenia liczby
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i wrażliwości receptorów glikokortykoidowych i w związ-
ku z tym do osłabienia hamowania zwrotnego w zakre-
sie „osi stresowej”[6].
Objawy depresji często występują w innych chorobach
somatycznych, których przebieg modyfikuje depresja.
Chorzy z depresją są bardziej podatni na zakażenia.
Z tego względu w ostatnich latach obserwuje się in-
tensywny rozwój psychoneuroimmunologii. Termin
ten po raz pierwszy zastosowali w 1964 roku amery-
kańscy badacze — Salomon i Moos [7]. Należy zazna-
czyć, że pierwszą Nagrodę Nobla z dziedziny psychia-
trii biologicznej przyznano za badania nad możliwością
leczenia zaburzeń psychicznych za pomocą wpływu na
układ odpornościowy. Otrzymał ją już w 1927 roku psy-
chiatra austriacki, J. Wagner-Jauregg, za leczenie za-
burzeń psychicznych występujących w przebiegu po-
rażenia postępującego przez zakażenia malarią [7].
Znacznie później wykazano istnienie receptorów dla in-
terleukiny 1 (IL-1, interleukin 1) w neuronach podwzgó-
rza i hipokampa, co oznacza możliwy wpływ tej cytoki-
ny na procesy neuronalne i zjawiska psychiczne [8].
Zgodnie z proponowaną od pewnego czasu immu-
nologiczną teorią depresji, w chorobie tej funkcjono-
wanie układu odpornościowego jest zaburzone, co
może być albo elementem patogenezy zmian w ośrod-
kowym układzie nerwowym i psychice, albo jej skut-
kiem. Sugeruje się także, co potwierdzają niektóre
obserwacje, że leki przeciwdepresyjne wpływają nie
tylko na układ nerwowy, ale powinny również regulo-
wać funkcje komórek układu immunologicznego. Za-
burzenia czynności układu odpornościowego mogą
więc stanowić jeden z ważnych mechanizmów po-
średniczących, przy udziale którego w następstwie
wydarzenia stresowego może dojść do wystąpienia
epizodu depresji. Badania nad neuroimmunologią
depresji prowadzone głównie w latach 90. XX wieku
wskazują na istnienie u chorych na depresję cech pato-
logicznej aktywacji i deficytów immunologicznych [9].
U chorych na depresję stwierdza się osłabioną odpo-
wiedź proliferacyjną limfocytów [10, 11]. Może to-
warzyszyć jej nadmierna aktywacja nieswoistej gałęzi
układu immunologicznego i mechanizmów procesu
zapalnego pod postacią odpowiedzi ostrej fazy. Ob-
serwuje się także zmiany poziomu glikozylacji białek
ostrej fazy, przesunięcia we frakcji globulin oraz pod-
wyższone stężenie białka CRP [12].
Mimo wspomnianego osłabienia proliferacji limfocytów
T u chorych na depresję, na limfocytach T u osób z cho-
robą afektywną dwubiegunową wykazano wzrost eks-
presji antygenów MHC klasy II (HLA-DR), CD25 i CD71
— markerów aktywacji tych komórek [13]. Nie stwier-
dzono natomiast istotnego wzrostu poziomu cząsteczek

CD69, co można tłumaczyć tym, że marker ten pojawia
się jedynie we wczesnej fazie aktywacji komórek T,
a choroby afektywne są chorobami przewlekłymi [13].
W ostatnich latach pojawia się coraz więcej doniesień
świadczących o tym, że ciężkiej depresji może towarzy-
szyć wzmożona produkcja cytokin prozapalnych [14],
co może się wiązać z wyżej wspomnianą aktywacją
odpowiedzi ostrej fazy. Cytokiny prozapalne w dużym
stężeniu mogą wpływać na zachowanie i stan psychicz-
ny, co zaobserwowano u osób z chorobą nowotworową
leczonych cytokinami [15]. Natomiast u pacjentów z de-
presją wykazano zwiększone stężenie w surowicy oraz
produkcję in vitro cytokin prozapalnych IL-1, IL-6 oraz roz-
puszczalnego receptora interleukiny 2 sIL-2R [16–18],
a także podwyższone stężenia TNF-a, IL-8 [19] i IL-18 [20].
Uważa się, iż zwiększona produkcja cytokin prozapal-
nych może wywierać niekorzystne efekty, z jednej strony
przez ich bezpośrednie działanie na mózg [21], a z dru-
giej przez zaburzenie odpowiedzi immunologicznej.
Wspomniane wcześniej zmniejszenie aktywności proli-
feracyjnej limfocytów T u chorych na depresję z równo-
czesnymi cechami ich aktywacji może wskazywać na
możliwość zaburzenia ich metabolizmu energetyczne-
go (zwłaszcza upośledzonego działania mitochon-
driów), podobnego do sugerowanego jako element pa-
togenezy zmieniający stan neuronów w chorobie de-
presyjnej i chorobie dwubiegunowej [22, 23], lub na
zaburzenie równowagi między produkcją limfocytów
w drodze proliferacji i ich fizjologiczną eliminacją
w drodze apoptozy, w której zmiany mitochondrialne,
w tym obniżenie potencjału błony mitochondrialnej, mają
także zasadniczy udział [24]. Należy podkreślić, że w li-
teraturze przedmiotu brakuje opracowań, w których
wiąże się towarzyszące depresji zaburzenia czynności lim-
focytów z zakłóceniem czynności ich mitochondriów.
Celem pracy było wykazanie różnic w regulacji funkcji
limfocytów T między osobami zdrowymi a chorymi
na depresję przez porównanie mitochondrialnego
potencjału błonowego oraz ocenę zmian w poziomie
markerów aktywacji komórek układu immunologicz-
nego na badanych limfocytach.

Materiał i metody

Pacjenci i grupa kontrolna
W badaniach uczestniczyło 9 pacjentów w wieku 20–
–50 lat, u których zdiagnozowano depresję. Badane
osoby leczyły się w I Klinice Chorób Psychicznych Aka-
demii Medycznej w Gdańsku. Grupę kontrolną stano-
wiło 9 zdrowych osób bez objawów depresyjnych,
odpowiadających grupie badanej pod względem wie-
ku oraz rozkładu płci.
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Wszystkie osoby wstępnie włączone do projektu pod-
dano szczegółowemu wywiadowi internistycznemu
i psychiatrycznemu. Z dalszych badań wykluczono oso-
by, u których stwierdzono ostre i przewlekłe schorze-
nia zapalne, a także: cukrzycę, hiperlipidemię/hipercho-
lesterolemię (przyjmowanie statyn), alergie, chorobę
niedokrwienną serca oraz chorobę nadciśnieniową.
Pacjentów oraz grupę kontrolną kwalifikowano do
dalszych badań po ocenie psychiatrycznej z użyciem
formularza Structural Clinical Interview for DSM-IV
Disorders (SCID) oraz na podstawie testów psychiatrycz-
nych Becka oraz Hamiltona [25, 26]. Wszystkich bada-
nych poinformowano o włączeniu ich do projektu.
Wyrazili oni pisemną zgodę na udział w badaniu.

Oznaczanie zmian mitochondrialnego
potencjału błonowego (DY(DY(DY(DY(DYm) w limfocytach
krwi obwodowej
Obwodową krew żylną pobierano od osób z obydwu
grup zawsze w godzinach porannych, na czczo, na
EDTA. Komórki jednojądrzaste krwi (PBMC, periphe-
ral blood mononuclear cell) izolowano za pomocą
techniki wirowania w gradiencie gęstości (Histopa-
que™, Sigma, USA). Fenotypową identyfikację limfo-
cytów T oraz ocenę względnego poziomu polaryzacji
mitochondriów przeprowadzano, stosując technikę cy-
tometrii przepływowej. Do oznaczania depolaryzacji
mitochondriów wykorzystywano znakowanie komó-
rek kationowym barwnikiem JC1 (C25H27Cl4IN4), fluore-
scencyjną sondą potencjału mitochondrialnego [27].
Barwnik ten tworzy agregaty (fluoryzujące czerwono)
jedynie w komórkach posiadających nieuszkodzone
mitochondria o wysokim potencjale elektrycznym bło-
ny (DYm). W przypadku depolaryzacji mitochondriów
JC1 tworzy zielono fluoryzujące monomery. Komórki
jednojądrzaste krwi barwiono 4 mM JC-1 i znakowa-
no przeciwciałami anty CD8, CD4, CD19 w celu od-
różnienia limfocytów T od pozostałych komórek obec-
nych w zawiesinie, w tym limfocytów B, NK i monocy-
tów. Poziom polaryzacji mitochondriów w badanych
komórkach oceniano jako parametr średniej intensyw-
ności (MFI, mean fluorescencje intensity) ich czerwo-
nej fluorescencji odpowiadającej stężeniu zagregowa-
nej formy JC1. Oceniano także odsetek komórek
o wysokiej komponencie fluorescencji zielonej, od-
powiadającej znacznej (apoptotycznej) depolaryza-
cji mitochondriów. Wielkość fluorescencji JC1 w po-
staci agregatów i monomerów oceniano, korzystając
z cytometru przepływowego FACScan (Becton Dickin-
son, USA). W każdej próbce zbierano dane z 10 000
komórek i analizowano je za pomocą programu
WinMDI 2.9™.

Fenotypowanie komórek PBMC
Izolowane PBMC znakowano przeciwciałami anty-
-CD4, anty-CD8 i anty-CD14 (w celu odróżnienia
dwóch zasadniczych populacji limfocytów T (CD4+

i CD8+) oraz monocytów, a następnie przeciwciałami
skierowanymi przeciwko markerom aktywacji limfo-
cytów CD69 i CD25 lub odpowiednimi przeciwciała-
mi kontrolnymi bez swoistości wobec antygenów leu-
kocytarnych („kontrola izotypowa”), co umożliwiło cy-
tometryczne porównanie odsetków komórek wyka-
zujących ekspresję antygenów aktywacyjnych wśród
limfocytów i monocytów osób zdrowych i chorych na
depresję.

Analiza statystyczna
W celu statystycznego opisu otrzymanych wyników
stosowano program Statistica v 5.0 PL StatSoft. Istot-
ność obserwowanych różnic weryfikowano za pomocą
testu t Studenta.

Wyniki

Ocena stopnia depresji
z użyciem testu Becka oraz testu Hamiltona
U pacjentów kwalifikowanych do badań za pomocą
testów psychiatrycznych wykazywano znacznie wyższą
punktację w obydwu skalach depresji w porównaniu
z osobami zdrowymi. W skali Becka osoby zdrowe uzy-
skiwały średnio 2,6 pkt, a osoby chore — 35 pkt, na-
tomiast w skali Hamiltona osoby zdrowe otrzymywa-
ły średnio 2,5 pkt, a osoby chore — 23,4 pkt (ryc. 1).
Otrzymane wyniki potwierdzają właściwy dobór grup
badanych.

Potencjały mitochondrialne limfocytów T
u osób zdrowych i cierpiących na depresję
U chorych na depresję potencjał mitochondrialny lim-
focytów T oceniany jako wielkość fluorescencji zagre-
gowanej formy JC1 jest istotnie obniżony w porów-
naniu z osobami zdrowymi (ryc. 2). Natomiast odse-
tek komórek, w których doszło do istotnego wzrostu
zielonej fluorescencji monomerycznej formy JC1, i wiel-
kość parametru MFI zielonej fluorescencji tych komó-
rek nie różnią się w badanych grupach (ryc. 3).

Fenotypowanie PBMC — markery aktywacji
Aby porównać stopień endogennej aktywacji limfo-
cytów T, oceniano odsetki komórek wykazujących eks-
presję markerów powierzchniowych CD69 oraz CD25.
Oceniano komórki posiadające na swojej powierzchni
antygeny CD4+ lub CD8+ (limfocyty T) oraz komórki
CD14+ (monocyty).
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U chorych na depresję obserwuje się porównywal-
ny (dla obydwu populacji limfocytów około dwu-
krotny), statystycznie istotny wzrost odsetka komó-
rek CD4+CD25+ oraz CD8+CD25+ w porównaniu
z osobami zdrowymi (ryc. 4 A, B). Należy zauważyć,

Rycina 1. Wyniki testów Becka i Hamiltona dotyczące stopnia nasilenia depresji w porównywanych grupach. Przyjęto nastę-
pujące normy: dla skali Becka — 0–11 pkt, a dla skali Hamiltona — 0–7 pkt. Wykres typu „box-and-whisker” przedstawia
średnie wartości, błąd standardowy (SEM, standard error of measurement) i odchylenie standardowe (SD, standard devia-
tion); A) Test Becka (n = 9, *p < 0,05), B) Test Hamiltona (n = 9, *p < 0,05)
Figure 1. Beck and Hamilton scales Scores, concerning the severity of depression in both groups. The normal scores for
Beck scale was 0–11 points and for Hamilton scale — 0–7 points. The box-and-whisker type diagrams shows mean values,
standard error of measurement (SEM) and standard deviation (SD); A) Beck scale scores (n = 9, *p < 0.05), B) Hamilton
scale scores (n = 9, *p < 0.05)
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że odsetki komórek CD4+CD25+ u osób zarówno
z depresją, jak i zdrowych są około 2–3 razy wyższe
niż odpowiadające odsetki komórek CD8+CD25+.
Co interesujące, istotny wzrost odsetka komórek wy-
kazujących ekspresję drugiego antygenu aktywacyjne-
go CD69 obserwuje się tylko w populacji limfocytów
CD8+ osób chorych (ryc. 4 E). Odsetek komórek CD69+
w populacji CD4+ jest niższy niż wśród limfocytów
CD8+ i nie różni się istotnie u osób chorych i zdro-
wych (ryc. 4 D).
W populacji monocytów CD14+ odsetki komórek
wykazujących ekspresję obydwu antygenów aktywa-
cyjnych są bardzo niskie i nie różnią się w grupie osób
chorych i zdrowych (ryc. 4 C, F).

Dyskusja
W przedstawionych badaniach wykazano istnienie
spoczynkowego zaburzenia czynności mitochondriów
w limfocytach T u chorych na depresję, polegającego
na istotnym obniżeniu ich potencjału błonowego (DYm)
w porównaniu z obserwowanym w limfocytach u osób
zdrowych. Utrzymanie wysokiej wartości DYm jest nie-
zbędne dla prawidłowego przebiegu energotwórczych
procesów mitochondrialnych, które prowadzą do po-
wstania ATP. W związku z tym można się spodzie-
wać, że produkcja ATP w limfocytach T chorych na
depresję jest upośledzona, co może być podłożem ich
obniżonej zdolności do proliferacji. Zjawisko to było-
by analogiczne do postulowanego dla neuronów cho-
rych na depresję, co mogłoby wskazywać na prawdo-

Rycina 2. Potencjał mitochondrialny limfocytów T u cho-
rych na depresję jest istotnie obniżony w porównaniu
z osobami zdrowymi. Wykres typu „box-and-whisker”
przedstawia średnie wartości, błąd standardowy (SEM,
standard error of measurement) i odchylenie standardowe
(SD, standard deviation) potencjałów mitochondrialnych
jako MFI dla zagregowanej formy JC1 (n = 9, *p < 0,05)
Figure 2. The mitochondrial potential of T lymphocytes
in people with depression is markedly lower than in he-
althy people. The box-and-whisker type diagramm shows
mean values, standard error of measurement (SEM) and
standard deviation of mitochondrial potential as MFI for
JC1 agregated form (n = 9, *p < 0.05)
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Rycina 3. Przykładowe wykresy punktowe „dot plot” fluorescencji czerwonej (oś rzędnych, JC1-agregaty) i zielonej (oś odciętych,
JC1-monomery) barwionych JC1 limfocytów A) osoby zdrowej i B) cierpiącej na depresję. Podane wartości Y-Mean określają względną
średnią wielkość fluorescencji (MFI) agregatów JC1 w badanej populacji komórek, X-Mean — wielkość MFI dla monomerów JC,
a wartości procentowe — odsetek komórek o znacznie obniżonym potencjale mitochondrialnym. C) Przykładowy histogram wielko-
ści fluorescencji zagregowanej formy JC1 przedstawiający poziomy potencjałów mitochondrialnych u osoby zdrowej i chorej
Figure 3. Examples of dot-plot type diagrams of red fluorescency (Y axis, JC1-aggregates) and green fluorescency (X axis,
JC1-monomers) JC1 stained lymphocytes A) healthy person, B) person with depression. Y-mean values represent relative
mean fluorescency (MFI) of JC1 aggregates in examined cell population, X-mean — MFI value for JC monomers and precen-
tage values — percentage of cells with markedly lower mitochondrial potential. C) The example of histogram of fluorescen-
cy of JC1 aggregated form, showing levels of mitochondrial potential in healthy person and person with depression
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podobnie uniwersalny defekt mitochondriów jako me-
taboliczne podłoże depresji. Z drugiej strony redukcja
DYm jest znanym elementem wewnątrzkomórkowej
ścieżki inicjacji procesu apoptozy. U chorych na de-
presję limfocyty mogą więc wykazywać zwiększoną
podatność na indukcję apoptozy związanej z aktywacją
i odpowiadać raczej „programowaną śmiercią” niż pro-
liferacją na stymulację antygenową. Obydwie zaryso-
wane powyżej możliwości należy zweryfikować do-
świadczalnie.
U osób chorych na depresję zaobserwowano także istotny
wzrost odsetka komórek CD4+CD25+ oraz CD8+CD25+,

a w przypadku tej ostatniej populacji limfocytów rów-
nież znamienny wzrost odsetka komórek — nosicieli in-
nego „antygenu aktywacyjnego”, CD8+CD69+. Może to
wskazywać na udział procesów aktywacji limfocytów
T w patogenezie depresji, wymagający dalszych ba-
dań w kierunku oceny rzeczywistego znaczenia tego
udziału. Zwłaszcza aktywacja komórek CD8+ może
wskazywać na rolę procesów cytotoksyczności zależ-
nej od tej populacji limfocytów, prawdopodobnie tak-
że w stosunku do neuronów, których degenerację
i śmierć uważa się za element patogenezy choroby [28].
Natomiast wzrost odsetka komórek CD4+CD25+ może
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wskazywać z jednej strony na aktywację także tej
populacji limfocytów T i — potencjalnie — na wzrost
ich „pomocniczej” funkcji immunologicznej, obserwo-
wany jako nadmierna produkcja autoprzeciwciał
u chorych na depresję [29–31]. Z drugiej strony wśród
komórek CD4+CD25+ znajduje się subpopulacja re-
gulatorowych (supresorowych) limfocytów T i wzrost
odsetka komórek o takich właśnie supresorowych wła-
ściwościach mógłby być odpowiedzialny (wraz z de-
polaryzacją mitochondriów) za obniżoną proliferację
limfocytów T u chorych z depresją.

Mimo wykluczenia z badanej grupy osób wykazujących
kliniczne cechy toczącego się ostrego procesu zapalnego,
w porównaniu wielkości odczynu opadania erytrocytów
(OB) wykazano statystycznie istotnie wyższą wartość tego
parametru w grupie osób chorych w porównaniu z oso-
bami zdrowymi. Należy podkreślić, że także w grupie cho-
rych wartości OB mieściły się w zakresie normy.
Obserwowany wzrost OB jest zgodny z opisywanym
w tej chorobie wzrostem produkcji cytokin prozapal-
nych, co może mieć związek z wykazaną w pracy ak-
tywacją limfocytów T [21–25].
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Rycina 4. Porównanie odsetka komórek wykazujących ekspresję markerów powierzchniowych CD25 (A–C) oraz CD69 (D–F)
na komórkach CD4+ (A, D) , CD8+ (B, E) oraz CD14+ (C, F) u osób zdrowych i chorych na depresję (*p < 0,05)
Figure 4. The comparison of percentage of cells with expression of surface markers CD25 (A–C) and CD69 (D–F) on CD4+
cells (A, D), CD8+ (B, E) and CD14+(C, F) in healthy and depressed people (*p < 0.05)

Streszczenie
Wstęp.Wstęp.Wstęp.Wstęp.Wstęp. Zaburzenia depresyjne należą do najczęstszych problemów współczesnej medycyny. Układ immunolo-
giczny i nerwowy wywierają na siebie wzajemnie modulujący wpływ, a więc zgodnie z immunologiczną hipotezą
patomechanizmu depresji zaburzenia czynności układu nerwowego mogą mieć odbicie w zaburzeniach właściwo-
ści układu odpornościowego u chorych lub być ich skutkiem. Celem pracy było wykazanie różnic w potencjale
błon mitochondrialnych limfocytów krwi obwodowej oraz w odsetku komórek T wykazujących ekspresję antyge-
nów aktywacyjnych CD25 i CD69 między osobami zdrowymi a chorymi na depresję.
Materiał i metody.Materiał i metody.Materiał i metody.Materiał i metody.Materiał i metody. Badano komórki jednojądrzaste krwi (PBMC) wyizolowane z krwi obwodowej pacjentów
z rozpoznaniem epizodu depresji (ICD-10) oraz od osób zdrowych. Za pomocą barwnika JC-1 i techniki cytometrii
przepływowej badano poziom potencjału mitochondrialnego limfocytów.
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Wyniki.Wyniki.Wyniki.Wyniki.Wyniki. U chorych na depresję stwierdzono, że potencjał mitochondrialny jest obniżony w porównaniu z osobami
zdrowymi, co wskazuje na upośledzoną produkcję energii w badanych komórkach u osób chorych. Równocześnie
zaobserwowano u chorych na depresję znaczny wzrost odsetka CD4+CD25+ oraz CD8+CD25+, co świadczy o akty-
wacji komórek tych dwóch populacji.
Wnioski.Wnioski.Wnioski.Wnioski.Wnioski. Istnieje związek między depresją a stanem układu immunologicznego.

słowa kluczowe: depresja, limfocyty T, potencjał mitochondrialny


