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Figure S1. Flow cytometric analysis of cell populations
used  in  this  study.  Representative  example  of  flow
cytometric analysis  from one donor  to  indicate gates
used in this study. Anti‐CD4‐PE mAb, anti‐CD45RA‐APC 
mAb,  anti‐CD45ROPE  mAb  were  used  for  flow
cytometry. Dead  cell and debris were excluded using
P1 gate  (A); the percentage of  lymphocytes within P1
was quantitated using P2 gate (B). The majority of cells
in P2 were CD4+  T  cells  (C). Distribution of CD45RA+ 
and CD45RO+ cells within P2 was determined by dual
staining with appropriate antibodies (D). Percentage of
cells  in quadrants Q1 and Q4 were denoted CD45RA+
and CD45RO+,  respectively  (summarized  in Table S1).
(E)  Average  proportions  of  CD45RA+  and  CD45RO+
cells in donors less than 65 years of age (Young) or 65
years and higher  (Old) obtain  from  the data  in  Table
S1.  The  comparable  proportions  of  CD45RA+  and
CD45RO+  cells  in  our  Y  and  O  cohorts  is  probably 
because  RA+/RO+  ratio  levels  off  in  CD4+  T  cells
between second and  third decile of  life  (Cossarizza et 
al. 1996 Mech. Ageing Dev. 86:173‐95). In our Y cohort
the number of 20‐39 year‐olds is 4 out of a total of 20. 
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Figure  S2.  Nuclear  p65/RelA  levels  in  CD4+  T  cells.
Primary human CD4+ T cells  treated with plate‐bound anti‐
CD3  antibodies  for  2h  and  4h.  Nuclear  extracts  prepared
from these cells were examined for basal and inducible RelA
levels  by  immunoblotting.  (A)  Three  control  proteins
typically  used  to  normalize  between  extracts  to  compare
between extracts from the same  individual,  (B) Levels of all
three varied sufficiently between individuals to preclude any
meaningful  interindividual  comparisons.  (C)  Nuclear
p65/RelA expression in unactivated human peripheral blood
CD4+ T lymphocyte. Purified CD4+ T cells were incubated at
37oC  for  4h  in  the  absence  of  anti‐CD3  antibody. Nuclear
extracts (NE) were fractionated by SDS‐PAGE, transferred to
PVDF  membranes  and  probed  with  antibodies  directed
against p65/RelA, transcription factors SP1 and TATA binding
protein (TBP), or β actin. Each gel has nuclear extracts from
10  donors  (indicated  above  the  lanes)  arranged  by  age.
Equal amounts of nuclear extracts (NE) from untreated cells
used  and  compared  basal  p65/RelA  levels  between
individuals  to  a  serially  diluted  control  cytoplasmic  extract
(CE) shown in lanes 1‐4 of each gel. 

 

Figure S3. Anti‐CD3‐activated CD4+ T cells. (A) Measure
of  absolute  p65/RelA  levels  in  anti‐CD3‐activated  CD4+  T
cells.  p65/RelA  levels  from  columns  7‐9  in  Table  S4 were
averaged into two groups including subjects younger than 65
(Y), or 65 years and older (O), and graphed. Error bars reflect
the standard error of the mean (±SEM) (in young 0.16; 0.26;
0.36)  (in  old  0.08;  0.30;  0.33)  (B)  Same  analyze  done  for
subjects  middle  age  (M)  (50‐64)  and  65  years  and  older.
Error bars reflect the standard error of the mean (±SEM) (in
middle 0.24; 0.37; 0.52) (in old 0.08; 0.30; 0.33) 
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Figure  S4.  NF‐κB  induce  pathway  gene  expression  in  anti‐CD3  activated  human  peripheral  blood  CD4+  T
lymphocytes.  (A)  Normalized  hybridization  data  was  analyzed  using  PAGE  (Broad  Institute, M.I.T.,  Cambridge MA).  Top  20
Pathway Z‐scores after 2h (left panel) and 4h (right panel) of activation were averaged between less than 65 (Y) and 65 and older
(O) subjects and the Z‐score difference between O and Y  is shown on the X‐axis. Blue and red bars represent younger and older
subjects, respectively. Each row denotes a different pathway. Z‐score differences shown were statistically significant by pathways p‐
value ≤ 0.05 and pathways fdr ≤ 0.3, (B) Significantly induced genes in the NF‐κB ‐induced pathway after 2h (left) or after 4h (right)
activation in the older subject group and (C) in the younger subject group. 
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Figure  S5.  Age  associated  gene  expression change
pattern heat map. Top 50 differentially up‐ (red) and down‐
(green) regulated genes in CD4+ T cells from Old (O) (≥65) and
Young  (Y)  (<65) donors  after  4h  TCR  activation.  These  genes
were  selected  based  on  the  absolute  value  of  the  Zratios
among  the  statistically  significant  selected  genes  (4O‐4Y,
column  1),  O  (column  2)  and  the  Y  (column  3).  Genes
highlighted within  the red box were  induced  in both O and Y
groups, the green box were repressed in both O and Y groups,
the blue box genes were induced in Y but not in O groups. 

  
www.impactaging.com                     32                                       AGING,  January 2013, Vol.5 No.1



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Table S1. Summary of CD4+ T cell purity (column 5) and CD45RA+ and CD45RO+ distribution (columns
6 and 7) as determined by  flow cytometry described  in Fig. S1. ND  indicates Normal Donor; BL  indicates 
BLSA Donor. Younger (< 65 years) and older (≥ 65 years) cohort groups are indicated to the right of the table. CD4+
T cells were isolated from a total of 31 donors for this study whose donor number, sex and age are shown. BLSA 
marked donors were volunteers in the Baltimore Longitudinal Study on Aging. 
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Table  S2. Quantitation  of  p65/RelA  expression  in  unactivated  CD4+  T  cells  shown  in  Figure  S2  C.
Nuclear p65/RelA expression  in 29  samples displayed  in Fig S2 C. Sample BL22 was excluded  from  this analysis
because  the extract was derived  from different cell numbers. After autoradiography  the  film was scanned using
Epson Perfection 4990 Photo scanner and the image imported into Image Quant TL (GE Healthcare). Quantitation
of p65/RelA and control proteins was carried out  in accordance with the manufacturers  instruction  for Quantity
calibration. A standard curve based on the intensity of control cytosolic extracts was plotted, from which absolute
levels of p65/RelA in test nuclear extracts was calculated for each sample (expressed in arbitrary units). 
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Table S3. p65/RelA nuclear expression in human peripheral blood CD4+ T lymphocytes activated via the T
cell  antigen  receptor.  Quantitation  of  nuclear  p65/RelA  expression  in  anti‐CD3  activated  human  CD4+  T
lymphocytes.  Nuclear  extracts  from  untreated  cells  or  cells  treated  for  2h  and  4h were  separated  by  SDS‐PAGE
followed  by  immunoblotting with  anti‐p65  antibodies  described  in Methods.  Autoradiographs were  scanned  and
quantitated using Image Quant TL software as described in the legend to Table S2. Numbers represent p65/RelA signal
intensity in untreated cells (0h) and cells activated for 2h or 4h. Donor identification is provided in the left column. 
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Table S4. Nuclear p65/RelA expression levels in untreated (0h) cells, and after 2h and 4h of activation
with anti‐CD3. p65/RelA levels in CE titration are assigned the values 0.5, 1, 2, 4 in arbitrary units. Fold activation
and  absolute  p65/RelA  levels  in  human  CD4+  T  cells  activated  by  anti‐CD3  treatment.  The  fold  activation  in
response to anti‐CD3 was obtained by determining the increase in p65/RelA levels compared to that in untreated
cells. For this, the  intensity measurements for all samples from a subject (Table S3) were divided by the value  in
untreated cells. Thus, untreated cells from all subjects get a value 1 (column 4); columns 5 and 6 show the increase
in p65/RelA after 2h or 4h anti‐CD3 treatment compared to untreated cells. To obtain a measure of the absolute
levels of p65/RelA in activated cells (columns 8 and 9) we multiplied the fold activation at each time point with the
absolute level (in arbitrary unites ) of p65/RelA in untreated cells obtained from the data in Fig. S2 C and Table S2,
which is reproduced here in column 7. 


