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RÉSUMÉ 
Le vieillissement s'accompagne d'un déclin de l'immunité, c'est l'immunosénéscence. Les 
lymphocytes sont des cibles du vieillissement et lors de la stimulation de leur récepteur 
(TCR) la production d'interleukine-2 est déficiente. Pour expliquer la perte de fonctionnalité 
des lymphocytes T avec le vieillissement humain, plusieurs hypothèses sont mises en avant 
dont celle suggérant un défaut de transmission du signal intracellulaire à partir du TCR. 
Plusieurs études ont démontré que des défauts de signalisation sont effectivement présents 
dans les voies de signalisation du TCR. La plupart des voies de signalisation sont affectées et 
il est possible qu'une défaillance en amont puisse toutes les expliquer. Cependant, aucune 
explication ne pouvait être apportée jusqu'à la découverte de l'existence des radeaux 
lipidiques membranaires. Ces radeaux lipidiques enrichis en cholestérol et molécules 
facilitent la signalisation intracellulaire en permettant la formation du signalosome. Ces 
structures sont initiatrices de la signalisation du TCR. Nous avons émis l'hypothèse que ce 
sont des défaillances dans les fonctions des radeaux lipidiques qui expliqueraient les 
altérations en aval de la membrane. Nous avons démontré que les cellules T quiescentes de la 
personne âgée ( + 65 ans) ont une quantité de cholestérol deux fois plus importante dans les 
radeaux lipidiques. Ceci s'accompagne d'une diminution de la fluidité. La modulation du 
contenu en cholestérol par la cyclodextrine permet de contrôler la fluidité membranaire. 
Cependant, la cyclodextrine a d'autres effets et n'est pas préconisée pour moduler les 
fonctions des lymphocytes T. De plus, LAT est dans un état de phosphorylation 
significativement supérieur avec le vieillissement. En ce qui concerne Lck, la molécule est 
hyper-phosphorylée dans les radeaux lipidiques. Cet état d'activation est relié au phénomène 
d'Inflamm-Aging. Lors de la stimulation du TCR, le recrutement des molécules de 
signalisation est diminué par rapport aux sujets jeunes (18-25 ans). La phosphorylation de 
LAT et Lck est significativement diminuée dans les radeaux lipidiques des lymphocytes 
CD4+ activés de personnes âgées. La signalisation issue du CD28 est altérée dans ces cellules 
(Akt). La mesure de la quantité de CD28 dans les radeaux lipidiques est significativement 
supérieure dans les cellules CD8+ comparativement aux cellules CD4+. Les cellules CD8+ ont 
un signalosome pré-formé alors que les lymphocytes CD4+ sont dépendants de la polarisation 
des radeaux lipidiques. La perte d'expression du CD28 chez les cellules CD8+ n'a pas de 
répercussion sur sa signalisation alors que les cellules CD4+ ont un défaut dans la 
phosphorylation de Akt malgré l'expression du CD28 inchangée. L'immunosénéscence 
s'explique en partie par la perte de fonction des radeaux lipidiques dans les cellules CD4+. 
Ces résultats suggèrent que les fonctions des radeaux lipidiques dans les sous-populations 
lymphocytaires définissent la capacité des cellules à répondre et à s'adapter au milieu 
environnant. 
Mots clés : lymphocytes T, vieillissement, radeaux lipidiques, TCR/CD28, cholestérol 
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INTRODUCTION 

1. La réponse immunitaire adaptative, rôle des lymphocytes T 

La réponse immunitaire se divise en deux branches, la réponse innée qui a peu de spécificité 

et la réponse adaptative qui elle, est très spécifique d'un antigène et qui possède une mémoire 

( Gourley et al. 2004). Les cellules immunitaires de la réponse adaptative comprennent les 

lymphocytes B et T. Les lymphocytes B maturent au niveau de la moelle osseuse tandis que les 

lymphocytes T nécessitent une maturation supplémentaire dans le thymus. Cette maturation va 

engendrer des cellules de type CD4+ (T auxiliaires) impliquées dans la stimulation de l'immunité 

humorale ou cellulaire et des cellules CD8+ (T cytotoxiques) impliquées dans l'élimination des 

cellules infectées ou cancéreuses (Anderson et al. 2000). Cette maturation est graduelle, puisque 

les cellules T immatures sont de type CD4+CD8+ et selon l'hypothèse stochastique ou isocratique, 

un des deux corécepteur va être exprimé par rapport à l'autre (FIGURE 1). La production 

lymphocytaire est très intense et beaucoup de lymphocytes seront éliminés soit par séléction 

positive afin de supprimer les cellules qui ne reconnaissent pas le soi, soit par sélection négative 

afin de supprimer les cellules qui reconnaissent le soi comme non-soi. Ces étapes de sélection et de 

maturation permettent un contrôle du système immunitaire et évitent ainsi toute déviance et risques 

de maladies auto-immunes (Morel et al. 2003). 

Une fois matures, les lymphocytes T quittent le thymus et entrent dans la circulation sanguine. Ce 

sont alors des cellules T naïves, puisqu'elles n'ont pas encore eu de contact avec un antigène. 
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Figure 1. Développement des lymphocytes CD4+ et CDS+ dans le thymus suivant la 

restriction au CMH (Kappes et al, Nat.Immunol, 2005) 

Représentation en diagramme de tests de cytométrie de flux analysant les proportions de cellules 

marquées avec les anticorps anti-CD4 et anti-CD8. Cette figure nous montre qu'à partir d'une 

cellule double positive (CD4+CD8+) et la perte du CD8 vont maturer les lymphocytes pour devenir 

simple positif, CD4+ ou CD8+. 
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Ces cellules dites naïves (CD45RA+) resteront en circulation jusqu'à la rencontre d'un antigène 

présenté par une cellule spécialisée, la cellule présentatrice d'antigène (CPA) (Heath et al, 2004). 

En effet, la reconnaissance du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) du soi par la cellule T 

grâce à la restriction au CMH (Zinkernagel et al. 1979) est essentielle à l'initiation de la réponse 

(FIGURE 2). L'interaction cellule T-CPA (ex: cellules dendritiques) aura lieu au niveau des 

ganglions lymphatiques et permettra la première étape de la réponse immunitaire. Lorsque 

1' antigène aura pénétré l'organisme, les CP A vont se charger de l'identifier et au niveau de leur 

cytosol ils vont cliver l'antigène en parties inactives. C'est une des fonctions du système du 

protéasome ( Goldberg et al. 2002) dans le cas de la présentation antigénique via le CMH de classe 

1. Le clone de lymphocyte sera de type CD4+ ou CD8+ dépendemment du type antigénique. Le 

récepteur des cellules T (TCR) est composé de plusieurs sous-unités (Frank et al. 1991) et 

nécessite la coopération de molécules costimulatrices et/ou de corécepteurs afin d'atteindre un état 

d'activation optimum de la cellule (Salazar-Fontana et al. 2001). Le message transmis par le 

complexe CMH-antigène au TCR sera propagé (Siegel et al. 1991) et contrôlé à partir de la 

membrane. En effet, des études récentes ont démontré l'existence de microdomaines membranaires 

(Simons et al. 1997) appelés radeaux lipidiques ( « lipid rafts »), qui sont responsables de la 

formation de la plateforme de signalisation (signalosome) induisant l'activation lymphocytaire 

(Janes et al. 1999). Ces radeaux lipidiques, d'un agencement très spécifique par rapport au reste de 

la membrane (Nusrat et al. 2000), sont enrichis en cholestérol et sphingolipides ainsi que de 

certaines molécules de signalisation (Millan et al. 2001). Ces molécules de signalisation sont pour 

la plupart celles impliquées dans la transduction du signal provenant du TCR (Janes et al. 1999), 

d'où le rôle très important de ces radeaux lipidiques dans l'activation lymphocytaire et plus 

généralement dans la réponse immune (Baumruker et al. 2002). 
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- Pathogen 

Act ivated T cell 

Figure 2. Présentation antigénique. (Delves et al, N Engl J Med, 2000) 

Le pathogène est reconnu par la CP A. La présentation de l'antigène aux cellules T aura lieu dans 

les organes lymphoïdes primaires (ganglions lymphatiques). Grâce au TCR et au CMH, la 

reconnaissance pathogéniques est possible. Cette étape active le lymphocyte T qui peut initier une 

prolifération pour induire la réponse. 
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Dès que les radeaux lipidiques de la membrane se joignent au site de présentation de l'antigène; 

phénomène appelé coalescence ou polarisation (FIGURE 3) (Varma et al. 1998); la cellule se 

trouve dans un état prêt à l'activation. Il a été démontré dans le cas des cellules CD4+, que la 

molécule costimulatrice CD28 est nécessaire à ce phénomène de polarisation (Viola et al. 1999). 

La formation de ce signalosome va permettre la transmission du signal via de multiples voies de 

signalisation au niveau du cytosol et jusqu'au noyau (Razzaq et al. 2004). La réponse induite 

permettra d'augmenter l'expression membranaire de certains récepteurs (CD25) de même que la 

sécrétion de cytokines (IL-2) (Marmor et al. 2001). La réponse sera contrôlée en terme d'intensité 

et de durée (Jiang et al. 2004), ce qui permet d'éviter tout débordement et tout état pro-

inflammatoire non-désiré. Ce contrôle est déterminé par la force et la durée du contact entre la 

CPA et le lymphocyte T, un phénomène connu sous le nom de synapse immune (Dustin et al. 

1999). Cette synapse immune va permettre de réguler le ratio des cytokines et chemokines secrété 

par les cellules immunitaires (Bromley et al. 2001). Tandis que les chemokines vont réguler 

l'abondance des cellules au site d'inflammation, les cytokines elles, vont réguler leur état 

d'activation. L'interleukine-2 est la cytokine de prédilection des lymphocytes T (Paetkau, 1985). 

Cette cytokine a un effet autocrine et paracrine ce qui accentue son efficacité. C'est pour cela 

qu'elle a un rôle primordial lors de l'expansion clonale. C'est de cette manière qu'à lieu la réponse 

immunitaire adaptative (Judd et al. 2000). La terminaison de la réponse immunitaire se traduit par 

une diminution de sécrétion des cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-2, TNF-a) et une 

augmentation des cytokines qui tendent à diminuer l'intensité de la réponse (IL-10). 
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Radeaux lipidiques 
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Fieure 3. Phénomène de polarisation des radeaux lipidiques des lymphocytes T suite à la 

ligation du TCR et CD28. 
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Les lymphocytes activés vont alors être éliminés par apoptose (Baumann et al. 2002). Cependant, 

certains d'entre eux vont survivre pour devenir des cellules mémoires (CD45RO+). Cette mémoire 

immunitaire permet d'obtenir une réponse beaucoup plus rapide et intense lors d'une future 

rencontre avec ce même antigène. La réponse du lymphocyte va donc être la conséquence du 

signal reçu par le récepteur (TCR). Il convient donc de mettre en avant le rôle du contact physique 

entre les cellules et le rôle de la membrane dans cette activation cellulaire (Friedl et al. 2002). 

2. L'hypothèse révolutionnaire des radeaux lipidiques 

L'organisation de la membrane des cellules de l'organisme est connue depuis les travaux de 

Davson et Danielli en 1935. Ces travaux sont à l'origine de la théorie de la bicouche lipidique 

laquelle a, depuis, intégré les connaissances en biologie et en histologie. La bicouche 

membranaire, qui a été observée en microscopie, est apparue organisée de manière continue et 

invariable du pourtour cellulaire (Wallach, 1969) et définit la séparation entre le cytosol et le 

milieu environnant. Cette bicouche lipidique est composée de phospholipides comprenant une tête 

de groupements phosphorés hydrophiles et une queue d'acides gras hydrophobes (FIGURE 4). Cet 

agencement bien spécifique permet une certaine fléxibilité à la membrane. Cette fléxibilité permet 

les échanges entre le milieu environnant et le milieu intracellulaire. Les échanges moléculaires, 

ioniques, lipidiques, peptidiques, chimiques se font via la membrane. Ils peuvent être directs 

lorsque le composé traverse directement la membrane ou indirects lorsque le composé nécessite la 

présence d'un récepteur. C'est la découverte des récepteurs à la surface membranaire qui a permis 

de donner un rôle plus important à la membrane cellulaire (Jshiko et al. 1959), bien au-delà de son 

rôle de barrière physique. C'est de la qu'est venue le modèle de Singer-Nicholson (1972) qui 

inclus les protéines dans la bicouche lipidique, ce que le modèle de Danielli ne prenait pas en 
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compte. Singer et Nicholson (1972) proposent alors que les protéines soient réparties et insérées 

dans la double couche de lipides. Certaines protéines traversent la double couche de lipides, 

d'autres sont simplement incluses dans une des deux couche. Cette théorie apparait aujourd'hui 

comme étant incomplète et va être bouleversée par une découverte fortuite ... comme c'est souvent 

le cas pour les grandes découvertes. 

2.1 Les microdomaines membranaires 

Il est courant d'utiliser l'ultracentrifugation pour séparer les organites cellulaires telles 

que les mitochondries (Pryme, 1986). Aussi ces méthodes sont couramment utilisées pour séparer 

les membranes cellulaires. L'amélioration des connaissances dans le domaine a permis de séparer 

les composants de la membrane. Certains groupes avaient même émis l'hypothèse que certaines 

fractions issues d'ultracentrifugation d'un gradient de sucrose à partir d'un concentré membranaire 

étaient composées très différemments du reste (Resch et al. 1983) et pouvaient représenter des 

domaines spécifiques de la membrane. Cette hypothèse a été confirmée par plusieurs études qui 

ont démontré que certaines fractions issues des ultracentrifugations (FIGURE 5) avaient une 

composition très différente du reste des fractions (Barenholz, 2002; Kropshofer et al. 2002). Ces 

fractions membranaires sont riches en cholestérol et sphyngolipides. L'ultracentrifugation se 

faisant à partir d'un lysat préparé à l'aide d'un détergent non-ionique, le Triton X-100 (London et 

al. 2000), certains pensaient que c'est dû à une affinité et une intéraction différentielle de certains 

lipides de la membrane (FIGURE 5). C'est ce que certains encore aujourd'hui appellent artéfact 

(Munro, 2003). En effet, l'existence de microdomaines membranaires n'a pu être révélée de 

manière directe. Les techniques utilisées étaient pour la plupart les techniques de chromatographie 

(Ardail et al. 1990). 

8 



Figure 4. La bicouche lipidique, modèle de Singer-Nicholson, 1972 
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Ce n'est qu'en 1994, qu'un groupe eût l'idée de soumettre ces fractions membranaires à d'autres 

expérimentations dont les techniques s'inspiraient davantage de la biologie et de l'immunologie 

(Arreaza et al. 1994). Ainsi, en analysant par électrophorèse les fractions de sucrose, Arreaza et al. 

ont mis en évidence la présence de molécules de signalisation dont la première fût identifiée 

comme étant la protéine p62yes. Certaines molécules étant présentes, mais de manière spécifique à 

ces domaines, i.e le reste des fractions en était dépourvu. Cette étude a corrélé la composition 

lipidique de ces fractions avec leur composition en molécules et protéines de signalisation (von 

Haller et al, 2001). Dès lors, la communauté scientifique a pu soumettre de manière significative 

l'hypothèse de l'existence de microdomaines membranaires, enrichis en cholestérol et en 

sphingolipides et composés de molécules de signalisation (TABLEAU 1). Cependant, ces études 

n'ont pas été faites sur un type cellulaire du système immunitaire seulement mais sur plusieurs 

types cellulaires très différents. 

2.2 Des microdomaines aux radeaux lipidiques 

L'existence de ces microdomaines va révolutionner le concept de la bicouche lipidique 

uniforme connu jusqu'à présent. Les microdomaines membranaires sont enrichis de certaines 

classes de lipides ce qui leur confère la dénomination de microdomaines lipidiques. Fait 

surprenant, un ganglioside, le ganglioside Ml (GMl) se retrouve de manière très spécifique dans 

les fractions enrichies en cholesterol/sphingolipides et en molécules de signalisation (Nobile-

Orazio et al. 1994). Ce qui lui a valu d'être le marqueur spécifique des microdomaines lipidiques 

(Naslavsky et al. 1997; Orlandi et al. 1998). Il a fallu attendre quelques années pour que des 

groupes de recherche s'intéressent aux microdomaines des lymphocytes T. 
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Figure 5. Protocole de séparation des radeaux lipidiques 
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Lipides Molécules de signalisation 

Cholestérol LAT 

Sphyngolipides SLP-76 

Sphyngomyélines 
p56Lck 

Céramides PBK 

Gangliosides TCR 

CD4 (transitoire) 

GPI 

CD28 

CD25 

ZAP-70 

Vav 

Csk 

phospho-Bad 

Fas/FADD 

PLC-)'l 

PKCO 

Akt/PKB 

IKK 

Tableau 1. Composition lipidiques et protéiques des radeaux lipidiques 
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En effet, Viola et al., (1999) ont marqué les microdomaines lipidiques des lymphocytes T 

en utilisant la sous-unité bêta de la toxine de choléra (CTxB). Cette CTxB va se lier au GMl, ce 

qui permet de tracer les microdomaines lipidiques (Viola et al. 1999). Ils ont ainsi pu démontrer 

leur existence in vitro en utilisant la microscopie confocale (FIGURE 6). Cette étude a alors révélé 

la capacité de ces domaines enrichis en GMl à polariser au site de stimulation. D'où le nom 

de radeaux lipidiques, faisant référence aux radeaux faits de matières plus compactes et glissants 

sur un environnement plus fluide. Dans les lymphocytes T, les radeaux lipidiques sont des 

structures enrichies en certains lipides dont le cholestérol qui stabilise leur structure. De ce fait, ces 

structures sont ordonnées d'une manière spécifique dite « liquid ordered » (10 ) par rapport au reste 

de la membrane (Wang et al. 2000) qui est en état« ld »ou« le» (liquid disordered) (FIGURE 7). 

Dans le cas du récepteur des cellules T (TCR) ainsi que la molécule co-stimulatrice CD28, 

les domaines « !0 » vont polariser au site de stimulation (Sedwick et al. 1999). Les études qui ont 

permis d'observer ce phénomène ont été menées en utilisant des billes recouvertes d'anticorps 

ciblant le TCR et le CD28. L'utilisation de billes ciblant le TCR seul ne permet pas d'obtenir cette 

polarisation (Viola et al. 1999). Fait marquant dans la relation et le rôle des radeaux lipidiques 

dans l'activation lymphocytaire, pour atteindre son état d'activation maximum, le lymphocyte 

nécessite à la fois la stimulation via le TCR et le CD28 (Acuto et al. 2003). Cela nous mène à 

penser que la stimulation du CD28 induit la polarisation des radeaux lipidiques, ce qui permet une 

activation complète du lymphocyte T qui se traduit par la production d'interleukine-2 (IL-2) et la 

prolifération (FIGURE 8) (Nef, 2002). Ces résultats in vitro ont aussi été confirmés en utilisant des 

cellules présentatrices d'un antigène (CP A) (Hiltbold et al. 2003), ce qui se traduirait par une 

expansion clonale in vivo. Ainsi, les radeaux lipidiques auraient un rôle primordial à jouer dans 

l'initiation, la régulation et la terminaison de la réponse immune. 
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Figure 6. Polarisation des radeaux lipidiques. 

(Viola et al. Science~ 1999) 

14 



2.3 Fonctions générales des radeaux lipidiques 

Les radeaux lipidiques sont des structures impliquées dans diverses fonctions cellulaires 

(Cross, 2004; Camarota et al. 2004; Taylor et al. 2002). Ces fonctions vont dépendre des 

propriétés des radeaux lipidiques et du type cellulaire. La fonction primaire des radeaux lipidiques 

des cellules immunitaires est d'induire une signalisation. La durée, l'intensité ainsi que le type de 

signalisation vont dépendre du récepteur sollicité. Dans le cas précis des lymphocytes T, les 

radeaux lipidiques fonctionnent comme une plateforme de signalisation du TCR (Hoessli et al. 

2000), d'une part en permettant l'association de base et d'autre part en favorisant le recrutement 

de certaines molécules de signalisation (ex: p56Lc\ LAT, PKC-8). Les molécules impliquées dans 

l'activation lymphocytaire y seront recrutées alors que celles habituellement inhibitrices de 

l'activation lymphocytaire en seront exclues (Drevot et al. 2002). C'est ce qu'on observe lors de la 

polarisation. 

Pour garder cette capacité, la cellule maintient les radeaux lipidiques de sa membrane en 

produisant continuellement du cholestérol et en regénérant les radeaux lipidiques (Harder, 2003). 

Lors d'une activation, ils vont entrer dans un cycle de régénération. En effet, lors de l'activation 

lymphocytaire l'association des molécules de signalisation va être modulée par modification post-

transcriptionnelle de ses molécules (Resh, 2004). Ces modifications incluent la palmitoylation 

essentiellement mais aussi l'acylation et la famésylation. Le recrutement des molécules de 

signalisation décrit précédemment va donc être rendu possible par ces modifications post-

transcriptionnelles (FIGURE 9). En fin d'activation, la cellule T va initier la« dé-palmitoylation » 

de ces molécules de signalisation ce qui va induire leur dissociation de la plateforme de 

signalisation des radeaux lipidiques. Ce cycle va aussi inclure les lipides (Fielding et al. 2004). 
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Figure 8. CD28 et production d'IL-2. (Nel, J Allergy Clin Immunol, 2002) 

Le signal 1 seul (TCR) n'induit pas la production d'IL-2. C'est l'addition du signal 2 (CD28) qui 

va initier l'activation du lymphocyte T. 
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En effet, lors de 1' activation il va y avoir un échange du cholestérol entre la membrane 

lymphocytaire et le milieu extracellulaire. Le cholestérol a donc un rôle important non seulement 

dans l'organisation de la membrane mais aussi lors de l'activation lymphocytaire. C'est en 

régulant le type et la quantité de molécules présentes dans les radeaux lipidiques que la cellule 

régule ses fonctions et détermine son niveau d'activation (He et al. 2005). Dans notre cas, le 

niveau d'activation des lymphocytes T dépend de la stimulation initiale du TCR et de son 

corécepteur, le CD28. Cependant, il dépend aussi de la durée des signaux qui persistent entre le 

lymphocyte Tet la cellule présentatrice d'antigène. Ce contact physique entre CPA et lymphocyte 

T engendre la polarisation des radeaux lipidiques et permet la mise en place de la synapse immune 

( Grakoui et al. 1999) entre ces deux cellules. Cette stabilité physique prolongée entre lymphocyte 

T (TCR, CD28) et CPA (CMH, CD80/86) est nécessaire à la production IL-2 et à l'expansion 

clonale du lymphocyte T. La synapse immune est formée bien après le phénomène de polarisation 

des radeaux lipidiques. Cependant, de la polarisation de ces derniers va dépendre la formation de la 

synapse immune, dépendamment de la composition qualitative et quantitative en molécules de 

signalisation ( Grakoui et al. 1999). Les radeaux lipidiques sont donc les premières structures 

impliquées dans l'activation des lymphocytes Tet permettent de finaliser l'activation cellulaire par 

la mise en place de la synapse immune. Tous ces phénomènes impliquent un réarrangement de la 

membrane afin de faciliter les mouvements à travers la membrane en elle-même mais aussi entre 

elle et le cytosol. Ces réarrangements sont rendus possible grâce aux composantes du cytosquelette 

(Krawczyk et al. 2001). Ce sont les molécules de la famille ERM (ezrin-radixin-moesin) qui sont 

responsables de ces modifications structurales (Tomas et al. 2002). Néanmoins, les informations à 

ce niveau sont encore peu nombreuses pour valider une hypothèse sur le sujet. 
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Figure 9. Cycle des radeaux lipidiques. (Fielding et al, Biochem Soc Trans, 2004) 

FC : cholestérol libre 

Lors de l'activation le lymphocyte T entre dans un cycle cellulaire. Parallèlement, la cellule entre 

dans son cycle de radeaux lipidiques qui implique les modifications post-transcriptionnelles des 

protéines ainsi qu'un échange de cholestérol avec le milieu environnant. 
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2.4 La synapse immune 

La synapse immune a pu être révélée grâce à l'utilisation de techniques de microscopie de 

pointe telles que la microscopie confocale (Graves et al. 2003), le «Fluorescence Resonance 

Energy Transfer » (FRET) (Vamosi et al. 2004) ou encore le «Bioluminescence Resonance 

Energy Transfer » (BRET) (Boute et al. 2002). La synapse immune se définit par le contact 

physique entre la CP A et le lymphocyte. Ainsi, les molécules de signalisation vont se réagencer en 

fonction du besoin de la cellule (Sims et al, 2004). À plus long terme, i.e au delà de 30 minutes de 

contact entre la CPA et le lymphocyte T, il va y avoir formation de deux zones distinctes. La 

formation de ces zones « SMAC » (supramolecular activation cluster) définit une zone centrale 

(central SMAC) composée du TCR, CD28 (Burack et al. 2002; Grakoui et al. 1999) ainsi que des 

molécules de signalisation nécessaire à l'activation de la cellules T ainsi que de la contrepartie 

CMH + B7 pour la CP A. Ces molécules sont celles présentes dans les radeaux lipidiques et qui ont 

été mis à disposition grâce à la polarisation. La zone périphérique (peripheral SMAC) est 

composée essentiellement de molécules d'adhésion telles que le « intracellular adhesion molecule-

1 » (ICAM-1) pour la CPA et son co-récepteur chez le lymphocyte« very late antigen-4 » (VLA-

4) (FIGURE 10). D'autres études ont validé ce modèle et ont permis de mettre en évidence le rôle 

de plusieurs autres molécules d'adhésion et intégrines (Ardouin et al. 2003). En effet, les intégrines 

peuvent être présentés dans les radeaux lipidiques (Holleran et al. 2003) et ainsi faciliter le contact 

avec les surfaces correspondantes lors de la migration ou lors du contact cellulaire. La polarisation 

des radeaux lipidiques joue donc un rôle primordiale dans la formation de la synapse immune en 

excluant les molécules non nécessaires à l'activation cellulaire ainsi qu'en modulant la quantité de 

molécules de signalisation. La polarisation va donc induire la formation de la synapse immune et 

cette dernière va réguler la durée, l'intensité ainsi que la terminaison de la réponse immune. 
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A synapse immune mature se forme après un contact de 30 minutes entre le lymphocyte T et la 

CPA. Les molécules d'adhésion vont se loger sur le pourtour de la synapse (p-SMAC, en rouge) 

lors des étapes de sa formation. 
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2.5 Formation et rôle des radeaux lipidiques des lymphocytes 

Les cellules à propriétés phagocytaires et cytotoxiques telles que les neutrophiles vont posséder 

des radeaux lipidiques très différents (Katsumata et al. 2001) des lymphocytes qui n'ont pas ces 

fonctions. Cependant, ces variations de composition peuvent aussi être présentes au niveau d'une 

même population, les lymphocytes. 

La maturation lymphocytaire dans le thymus va fournir des cellules fonctionnelles. Cependant, il 

est difficile de définir à quel moment les radeaux lipidiques sont formés, si les radeaux lipidiques 

sont nécessaires, ou s'ils participent à cette maturation. La participation des radeaux lipidiques à 

plusieurs phénomènes immunitaires est reconnue (TABLEAU 2). Une équipe de recherche s'est 

interessée au sujet et a pu mettre en évidence les radeaux lipidiques chez des lymphocytes T 

immatures (Ebert et al. 2000). Malgré la présence de domaines riches en GMl, les lymphocytes T 

immatures CD4+CD8+ ne sont pas capables d'initier la polarisation des radeaux lipidiques (Ebert 

et al. 2000). Cependant, lors de la maturation de ces cellules en lymphocytes T CD4+, il leur est 

possible d'induire cette polarisation lors de la stimulation du TCR et du CD2S. Il est donc possible 

que les radeaux lipidiques interviennent lors des derniers stades de la maturation. La cellule a 

besoin de reconnaître le soi puis le non-soi, et ce contact doit être d'une intensité bien précise. On 

peut donc facilement imaginer que les radeaux lipidiques puissent jouer un rôle dans ce processus. 

Néanmoins, aucune étude n'a pu confirmer le rôle des radeaux lipidiques dans la maturation 

lymphocytaire. Une autre étude a pu démontrer qu'un modèle de cellules CDS+ n'était pas capable 

d'induire la polarisation des radeaux lipidiques (Kovacs et al. 2002). Les lymphocytes T CDS+ ne 

seraient donc pas capables d'initier la polarisation de leurs radeaux lipidiques bien que leur 

activation ait lieu alors que les cellules CD4+ dépendent de cette polarisation pour être activées. 
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• Maturation lymphocytaire ? 

• Localisation des récepteurs 

• Présentation antigénique 

• Signalisation I Activation 

• Formation de la synapse immune 

• Production de cytokines 

• Expansion clonale 

• Métabolisme du cholestérol 

• Chimiotactisme 

• Formation des pseudopodes 

• Migration cellulaire 

• Diapédèse 

• Apoptose 

• Entrée des virus 

• Site de liaison des toxines 

Tableau 2. Rôle des radeaux lipidiques dans les cellules immunitaires 
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Donc, les sous-types de lymphocytes T auraient des moyens différents d'initier leur activation. Il 

est donc évident que des différences existeraient dans la fonction des radeaux lipidiques dans les 

sous-populations lymphocytaires. Des études menées sur des cellules naïves et mémoires ont 

permis de mettre en évidence une régénération différentielle des radeaux lipidiques lors de 

l'activation (Tuosto et al. 2001). En effet, 48 heures après l'activation des cellules naïves et 

mémoires, le contenu membranaire en GMl est fortement augmenté, ce qui laisse supposer la 

régénération des radeaux lipidiques. Cette étude a pu démontrer que la production de GMl est 

significativement plus importante dans les cellules mémoires. Cela vient confirmer l'hypothèse 

selon laquelle les radeaux lipidiques auraient des fonctions différentes et seraient différement 

régulés dans les sous-populations lymphocytaires, entre cellules auxiliaires (CD4+), cytotoxiques 

(CDS+), naïves (CD45RA +) et mémoires (CD45RO+). Malgré la qualité de ces informations, elles 

sont issues d'études menées à partir de lignées cancéreuses humaines ou de modèles murin mais 

pas de cellules primaires humaines. 

Au début de ces chapitres, je mentionnais la controverse concernant l'existence des radeaux 

lipidiques en tant qu'entités fonctionnelles (Munro et al., 2003). Il est nécessaire de préciser que 

les radeaux lipidiques sont étudié avec différents moyens. C'est de là que proviennent, je pense, les 

divergences concernant l'existence et les propriétés des radeaux lipidiques. Alors que les méthodes 

de séparation utilisant les détergents tels que le Triton-XlOO permettent en effet de séparer 

différentes fractions de la membrane cellulaire, toutes les méthodes ne garantissent pas pour autant 

une pureté identique en fonction des protocoles utilisés. Les études par microscopies restent celles 

qui fournissent les informations les plus « directes». C'est justement par cette méthode qu'une 

étude récente (Douglass et al., 2005) démontre, en utilisant la technique de microscopie du 

« TIRF » (total internai reflection fluorescence), que ce sont les intéractions protéines-protéines 
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qui créent les microdomaines membranaire et qui déterminent quelles molécules sont inclues ou 

exclues de ces microdomaines. Tel décrit par Lin et al. (2005) dans cette même série du journal 

Cell, ces résultats remettent en cause les différents modèles proposés. «En effet, }'insolubilité dans 

les détergents utilisée pour discriminer les domaines de la membrane n'est pas responsable de 

l'assemblage du complexe de signalisation à la membrane. Cela n'invalide pas pour autant 

l'existence des radeaux lipidiques ou leur participation à la signalisation des lymphocytes T ». 

C'est donc au niveau conceptuel que réside le problème, qu'est-ce qu'un radeau lipidique ? 

Beaucoup d'études sont encore nécessaires pour donner une vision plus avancée sur le sujet. Se 

fiant à toutes ces études on peut malgré tout définir les radeaux lipidiques comme des entités très 

mobiles dans le plan de la membrane participant à la signalisation du TCR. 

2.6 Radeaux lipidiques et caveolae 

Ainsi, tel qu'énoncé précédemment, d'un type cellulaire à l'autre la composition de la 

membrane va différer. Ces différences peuvent simplement être liées au rôle différentiel de la 

membrane dans la fonction de la cellule. On peut illustrer cela en comparant un type de cellule dit 

« adhérent » telles que les cellules endothéliales à un type de cellule dit « circulant » telles que les 

polymorphonucléaires neutrophiles (PMN). 

Les cellules endothéliales qui tapissent les parms artérielles nécessitent une forte cohésion 

cellulaire et lors de la formation de nouveaux vaisseaux leur génération et migration doit être 

strictement respectées. Via les cellules de muscle lisse, les cellules endothéliales vont servir à 

contracter ou relacher la paroi artérielle. Cela est un mécanisme de régulation de la pression 

sanguine et de la perfusion des organes. La vasodilatation est possible par la génération de 

monoxyde d'azote (NO) par les cellules endothéliales. Il a été démontré que l'enzyme responsable 
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de la production de NO, la eNOS (endothelial nitric oxide synthase), est localisée au niveau des 

microdomaines séparables par ultracentrifugation (Wickstrom et al. 2003). L'induction du signal 

d'activation de la eNOS va induire sa dissociation du complexe membranaire et va permettre son 

activation ( Ostrom et al. 2004). Lors de la séparation de ces microdomaines par ultracentrifugation 

des études on peut détecter la présence spécifique de cavéoline-1. La cavéoline-1 est considérée 

comme une molécule de soutien responsable de l'organisation spécifique de ces microdomaines 

appellés caveolae (Krajewska et al. 2004). En effet, contrairement aux radeaux lipidiques qui sont 

dans le plan de la membrane, les caveolae forment des invaginations dans la membrane (FIGURE 

11). 

Chez le neutrophile, les radeaux lipidiques sont notamment composés des enzymes responsables 

de leur effet lytique. Ainsi, la NADPH oxidase compose les radeaux lipidiques (Shao et al. 2003). 

On peut donc comprendre le rôle différentiel des microdomaines membranaires en fonction du 

type cellulaire. Ce rôle va donc dépendre des fonctions primaires de la cellule. On peut finalement 

relier la partie précédente avec ce qui vient d'être décrit en posant l'hypothèse que le rôle 

différentiel des radeaux lipidiques dans les lymphocytes soit dû aux fonctions qui sont différentes 

dans les sous-populations. L'essentiel des fonctions connues jusqu'à présent pour les radeaux 

lipidiques étant la signalisation, il convient de decrypter comment le lymphocyte T est activé. 

3. La signalisation intracellulaire des lymphocytes T 

3.1 Le récepteur des cellules T (TCR) 

Le récepteur des lymphocytes T (TCR) est composé de plusieurs unités. La ligation du TCR 

entraîne la participation du complexe TCR/CD3 (Cali et al. 2004). La partie TCR comprend 2 

sous-unités, a et (3 qui possèdent une longue chaîne extracellulaire, qui va servir à la 
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Figure 11. Radeaux lipidiques et caveolae. (Maxfield, Curr Opin Cell Biol, 2002) 

L'hétérogénéité des microdomaines membranaires est représentée schématiquement. De tailles 

différentes, de compositions différentes (couleur), les microdomaines sont très variés dans un 

même type cellulaire. 
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reconnaissance du complexe antigène-CMH. Certains lymphocytes expriment des récepteurs 

composés de sous-unités 'Y et ô (Reference + rajouter info sur 'Y ô). Leurs courtes chaînes 

intracellulaires ne leur permettent pas de participer à la transduction des signaux (FIGURE 12). 

C'est là que la partie CD3 entre en jeu. Le CD3 est en fait composé de plusieurs sous-unités E 

(p20), t (p 16), ô (gp20), 'Y (gp26) et 'YI (p22). Lors de la ligation des chaînes a et (3, les chaînes t 
vont être phosphorylées au niveau de motifs très spécifiques, IT AM (Immuno-Tyrosine based 

Activation Motifs) (Gergely et al. 1999). C'est cette phosphorylation des résidus tyrosine qui va 

permettre l'induction de la cascade de signalisation par phosphorylation (Janes et al. 1999). Dans 

le même temps, les chaînes E vont suivre des mouvements de va-et-viens à travers la membrane, ce 

mouvement en« piston» (Gilet al. 2002) permet l'activation d'autres voies de signalisation. C'est 

par ce moyen notamment que la molécule Nck est activée. L'activation de la myriade de voies de 

signalisation entourant le complexe TCR/CD3 vont être complémentaires et permettront 

l'activation totale de la cellule T. Cette activation totale n'est cependant possible que si la 

molécule co-stimulatrice CD28 est elle aussi en contact avec son homologue à la surface de la 

CPA, le B7. Ce contact inter-cellulaire spécifique va modifier la composition et la structure de la 

membrane au site d'intéraction. 

La signalisation du TCR est bien documentée, cependant celle du CD28 est encore peu connue. 

Les données actuelles indiquent que c'est via l'activation de la phospatidylinositol-3-kinase (PBK) 

et la molécule PKB/ Akt que le CD28 induit ses effets chez le lymphocyte T. La signalisation via le 

TCR/CD3 et celle via le CD28 vont être complémentaires et indispensables connaissant 

l'importance du CD28 dans l'induction de la polarisation des radeaux lipidiques et dans la 

production d'IL-2 (FIGURE 8). 
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CD3& 

Fieure 12. Récepteur des cellules T / CD3. (Callet al., 2004) 

Représentation schématique de l'organisation du récepteur des cellules T a/(3 (bleu) ainsi que le 

complexe CD3 (orange). 
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3.2 La signalisation dans le temps 

Le type, l'intensité et la durée de la réponse immunitaire dépendent des signaux qui sont 

donnés aux lymphocytes T (Gonzalez et al. 2005). La ligation du TCR (FIGURE 8) induit un 

certain niveau d'activation du lymphocyte (signal 1) mais ne suffit pas à initier sa prolifération 

(Nef et al. 2002). C'est par la ligation de corécepteurs tel que le CD28 (signal 2) que l'activation 

des voies de signalisation sera complète et permettra la réponse immune (Acuto et al. 2003). On 

peut diviser ces voies de signalisation par leur intervention dans le temps. Les premiers éléments 

de l'activation lymphocytaire à prendre naissance sont l'augmentation du calcium intracellulaire 

libre (Gardner, 1989), la phosphorylation des sous unités du complexe TCR/CD3 (Osman et al. 

1995), des protéines tyrosine kinases (PTK, ex: Lck) (Danielian et al. 1989; Siegel et al. 1991) et 

de molécules adaptatrices (ex: LAT) (Zhang et al. 1998). 

Lck est sous une conformation tridimensionnelle inactive et lors d'une activation, une phosphatase, 

le CD45, va déphosphoryler le résidu tyrosine pTyr-505 (Alexander et al. 2000) et induire le 

changement de conformation de Lck sous une forme active. Cette activation de Lck induit la 

phosphorylation des domaines d'activation des sous-unités ?: du CD3 (Immuno Tyrosine based 

Activation Motif) ainsi que le recrutement de la PTK de la famille des Syk, ZAP-70 (FIGURE 13). 

Cette activation par phosphorylation est une cascade rapide et permet la mise en marche d'autres 

événements tels que l'augmentation du calcium intracellulaire, l'activation de kinases et le 

remaniement du cytosquelette (Jan es et al. 1999). Ces événements sont dépendants de l'activité de 

ZAP-70 sur la molécule adaptatrice LAT (Linker of Activated T cells ). LAT ne possède pas 

d'activité en tant que telle mais elle est associée à plusieurs second messagers et molécules de 

signalisation (Zhang et al. 2000). Parmi ces derniers on retrouve la phospholipase C gamma 1 

(PLCy-1) qui va produire l'inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) et le diacylglycérol (DAG) 
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L'augmentation du calcium intracellulaire est rendue possible par le IP3 qui va se lier à son 

récepteur au niveau du réticulum endoplasmique (IP3-R) et permettre sa libération des réserves. 

Cette étape très importante va initier la migration du facteur de transcription NF-AT grâce au 

complexe calcineurine/calmoduline (FIGURE 13). De son côté, le DAG va induire l'activation des 

protéines kinases C (Jsakov et al. 2002, Altman et al. 2003). Ces événements sont considérés 

comme étant la partie précoce de la signalisation du TCR. 

La partie intermédiaire implique l'activation des MAPKinases et le remaniement du cytosquelette. 

PKC participe à l'activation des MAPKKKinases. C'est par ce mécanisme que le facteur de 

transcription NF-kB va transloquer au noyau. Cette translocation est rendue possible par la 

phosphorylation de 1-kB par le IKK. C'est Grb2, associé à LAT qui permet l'activation des 

différentes MAPKinases (Salojin et al. 1999). On distingue la voie ras-rafl-MEK-ERKl/2 et la 

voie ras-MEKK1-MKK-p38/JNK. Ces MAPKinases vont induire les promoteurs c-jun/c-fos au 

niveau du noyau (Janes et al. 1999) et détermineront la réponse. La voie des MAPK est impliquée 

dans le survie des lymphocytes T. 

Le remaniement du cytosquelette permet d'atteindre l'état d'activation optimal des lymphocytes T. 

C'est Gads, lui aussi associé à LAT qui va permetttre la phosphorylation en tyrosine de SLP-76 

(FIGURE 13). Cette phosphorylation recrute Vav et Nck pour initier ce remaniement 

cytosquelettique. La protéine W ASP (Wiskott Aldrich Syndrome Protein) va jouer un grand rôle 

dans la redisposition des filaments d'actine. La signalisation intracellulaire va de paire avec le 

remaniement du cytosquelette. 
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Représentation schématique de la signalisation du TCR et du co-récepteur CD28. À partir des 

radeaux lipidiques, le TCR va transmettre une myriade de signaux via les molécules telles que Lck, 

LAT, ZAP-70, PBK. Les différentes voies de signalisation représentées vont aboutir à la 

translocation des facteurs de transcriptions (NF-AT, NK-kB) au noyau. Tous ces éléments 

d'activation lymphocytaire conduisent à la production de l' interleukine-2, cytokine jouant un rôle 

déterminant dans l'expansion clonale et la réponse immune globale. 
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Toutes ces étapes dépendantes des radeaux lipidiques (Kane et al. 2002) vont permettre 

l'activation de la cellule et l'expansion clonale par production d'IL-2. En amont du site d'initiation 

de la transcription du gène de l'IL-2, on trouve une région de contrôle de la transcription très 

complexe constituée de courtes séquences sur lesquelles peuvent se fixer spécifiquement ces 

facteurs de transcription. La fixation augmente (ou diminue) la quantité d'ARN-messager 

synthétisée, ce qui ajuste le taux de transcription en fonction des besoins de la cellule. En amont du 

gène codant l'IL-2, on trouve, dans la région de contrôle, six séquences régulatrices sur lesquelles 

divers facteurs de transcription peuvent se fixer dont NF-AT, NF-kB, AP-1. 

Notre connaissance de la signalisation découlant de la stimulation du CD28 est encore 

incomplète. Il a été démontré que c'est la protéine kinase B (PKB) qui va être phosphorylée par 

la PI3Kinase. L'activation de la PI3Kinase va influencer le ratio entre molécules pro- (Bcl-xl) 

et anti-apoptotiques et jouer ainsi un rôle anti-apoptotique ( Okkenhaug et al, 2004). La 

stimulation du CD28 augmente l'expression des cyclines, l'activation des « cyclin-dependant 

kinases » (Appleman et al., 2000) et la translocation du facteur de transcription NF-kB qui agit 

sur l'expression de Bcl-xl (Khoshnan et al., 2000). Les molécules de signalisation Lck et Fyn 

s'associent au CD28 et y sont phosphorylées lors de la stimulation du CD28 (Hutchcroft et al., 

1994). La stimulation joue aussi un rôle dans le remaniement du cytosquelette (Sedwick et al., 

1999). Le Tableau 3 résume toutes les voies de signalisation activées à la suite de la 

stimulation du CD28 (Ward, 1996). 
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Table 1 Biochemical signais elicited by anti-CD28 mAbs, 87.1 and 87.2 in T cells 
ND, not determined; +, activated; - , no detectable elfect: ' denotes that cross-linking is required. 

Response mAb B7.1 B7.2 Remarks 

1. Early signais 
Tyrosine phosphorylation + + + Phosphorylation of unidentified substrates in activated T cells and cell lines 
PLCî' phosphorylation + + ND Activated T cells. Jurkat and murine hybridomas 
[Ca2+11 elevation +· + Cross-linking is a prerequisite in resting T cells, activated T cells and murine 

hybridomas but not necessarily Jurkat 
lns(1.4,5)Ps elevation +' ND ND Jurkat or activated T cells: B7.1 elicits no detectable Ptdlns(4,5Vi degradation 
Pl 3-kinase association + + + CD28 associates with the p85o: subunit 
Pl 3-kinase activation + + + Occurs in resting T cells. activated T cells, Jurkat and murine hybridomas 
Association with Grb-2 +· ND ND Resling T cells. Jurkat and HPB-ALL 
p21""' activation + Jurkat 
Sphingornyelinase activation +· + + Acidic isoform activated in resling T cells. aclivated T cells and Jurkat 
5-Upoxygenase + ND ND Restîng T cells 

2. lntermediate events 
Vav + + + Tyrosine phosphorylated in Jurkat 
p36 + ND Tyrosine phosphorylated in Jurkat 
p62 (p120GAP.associated) + + + Tyrosine phosphorylated in Jurkat 
c-cbl + + + Tyrosine phosphorylated in Jurkat 
Raf-1 activation + ND Jurl::at 
ERK activation + Jurkat 
JNK activation + + + Synergizes with anti-CD3 mAb in Jurkat cells; cyclosporin A-sensitive 

Synergizes with PMA/ionomycin; inactive alone 
p7fr'"k activation +· ND ND Resting T cells; raparnycin-sensitive and cyclosporin A-insensitive 

3. Nucfear events 
IKBx down-regulation + ND ND Jurkat and resling T cells; requires PMA; rapamycin-sensitive and cyclosporin A-insensitive 
AP-1 regulation + + + Requires TCR signal in rnurine T cells: down-regulated during anergy 

4. Co-stimulation + + + Resting T cells and Jurkat 
(e.g. IL-2 secretion) 

t Also D. Sansom. persona! communication. 

Tableau 3. Les voies de signalisation induite par la stimulation du CD28 (Ward, 1996) 
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3.3 La signalisation dans l'espace 

La signalisation était décrite jusqu'à la fin des années 90 comme elle était representée dans 

les schémas, c'est à dire de façon plane. Ceci, simplement parce qu'on la representait de façon 

chronologique. Cependant, avec la découverte des radeaux lipidiques ce modèle s'en trouve 

complètement changé voir même obsolète. En effet, la notion d'espace doit entrer dans la 

visualisation du phénomème d'activation lymphocytaire étant donné le mouvement latéral des 

molécules de signalisation à travers la membrane via les radeaux lipidiques (Viola et al. 1999). À 

ce jour, deux molécules de signalisation sont considérées comme essentielles à la signalisation du 

TCR via les radeaux lipidiques, la protéine tyrosine kinase Lck et la molécule adaptatrice LAT 

(FIGURE 14). Lck est au départ des phosphorylations et des intéractions entre les molécules de 

signalisation des radeaux lipidiques. LAT est au centre d'une myriade de voies de signalisation. 

Ces deux molécules vont être des acteurs majeurs du signalosome. La polarisation des radeaux 

lipidiques chez les lymphocytes T CD4+ est possible lors de la costimulation du TCR et du CD28. 

Parallèlement, la production d'IL-2 est dépendante de la stimulation de la molécule de CD28 

(Acuto et al. 2003). Cela suggère que le CD28 joue un rôle essentiel dans l'activation des cellules 

CD4+ et dans leur expansion clonale. Les radeaux lipidiques vont être des structures essentielles à 

la réponse impliquant les lymphocytes T CD4+ par la formation de la plateforme de signalisation. 

Ce signalosome ( Werlen et al. 2002) se forgera en synapse immune en fonction du temps. Le 

temps est un paramètre essentiel dans le cas de la signalisation et l'activation lymphocytaire, 

néanmoins il est nécessaire d'intégrer aussi la notion d'espace (FIGURE 14) afin d'avoir une vue 

d'ensemble du mode d'activation des lymphocytes T. 
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3.4 Cholestérol et radeaux lipidiques 

Nous avons précedemment vu que le cholestérol avait une place importante pour le maintien 

de la structure des radeaux lipidiques ainsi que son rôle dans le cycle des radeaux lipidiques. Le 

cholestérol cellulaire est synthétisé à l'aide de la hydroxy-methyl-glutaraldéhyde-coenzyme-A 

réductase (HMG-coA réductase) (Di Padova et al, 1982), puis transporté via l'appareil de Golgi 

vers la membrane (FIGURE 15). Le cholestérol peut aussi provenir du milieu environnant, cet 

influx peut se faire de manière passive à travers la membrane mais fait aussi intervenir le récepteur 

SRBl (Williams et al. 2002). Les radeaux lipidiques sont aussi préformés au niveau de l'appareil 

de Golgi (Pang et al. 2004), le transport du cholestérol suit le même chemin que celui des radeaux 

lipidiques. Lorsque le cholestérol est en excès la cellule l'estérifie par l'action de la ACAT (acyl 

cholesterol-acyl-transferease) et l'emmagasine dans des vésicules cytosoliques (Buhman et al. 

2000). Une voie d'efflux du cholestérol fait intervenir les lipoprotéines de haute densité (HDL) qui 

vont se lier à la membrane et notamment aux radeaux lipidiques pour extraire le cholestérol de la 

membrane via l'apolipoprotéine-Al (Apo-Al) associée aux HDL (Segrest et al. 2000). Cette voie 

implique des transporteurs membranaires tel que le ABCAl (ATP-Binding-Cassette-Al) (Oram et 

al. 2000). Ce cholestérol est ensuite transporté jusqu'au foie où il sera pris en charge. 

Comme les radeaux lipidiques sont dépendants de l'organisation de la membrane pour leur 

mobilité et étant donné leur rôle primordial dans la signalisation du TCR, il devient évident que 

des changements dans leurs propriétés physico-chimiques vont influencer le bon fonctionnement 

de la machinerie d'activation lymphocytaire. La composition ainsi que l'état de saturation et 

d'oxydation des lipides des radeaux lipidiques vont donc jouer un grand rôle dans la transmission 

d'un signal à travers la membrane. 
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Figure 14. Signalisation dans l'espace. (Dustin et al. Cel!, 2000) 

Représentation schématique de la signalisation dans l'espace. La stimulation du TCR par le 

complexe CMH-peptide antigénique va induire une réorganisation dans l'espace de toute la 

machinerie de signalisation. On voit ici l'importance du rôle des radeaux lipidiques dans 

l'activation lymphocytaire. 

GEM : radeaux lipidiques 
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Fi2ure 15. Métabolisme du cholestérol cellulaire 

Représentation schématique des différentes voies du transport cellulaire du cholestérol. 

RE : réticulum endoplasmique 

TGN : trans-golgi network 

ABCAl : ATP-Binding Cassette-Al 

CE : ester de cholestérol 
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Outre les événements rapides de l'activation lymphocytaire via les radeaux lipidiques 

(coalescence, recrutement de molécules de signal), ces derniers vont initier les changements 

nécessaires à la réponse, notamment le remaniement du cytosquelette et l'établissement de la 

synapse immune. Le rôle des radeaux lipidiques dans l'activation lymphocytaire est énorme et 

toute entrave au bon fonctionnement de cette machinerie peut entraîner des changements dans la 

réponse qui en découle. 

Des techniques de pointes permettent maintenant de synthétiser des membranes artificielles. 

Des groupes de recherche ont relevé le défi de créer des radeaux lipidiques synthétiques (Dietrich 

et al. 2001; Li et al. 2003). Malgré tous les efforts déployés par ces groupes, il n'a pas été encore 

possible de créer ces structures telles qu'elles se retrouvent in vivo. La synthèse de domaines d'une 

composition lipidique donnée est somme toute possible, mais c'est lors de l'insertion de 

composante de la signalisation que ces complexes synthétiques ne se maintiennent plus en place. 

Cependant, des travaux réalisés par Crane et al. ont permis de mettre en évidence des domaines 

artificiels d'une nature complètement différente en fonction de la quantité de cholestérol apportée 

au complexe (FIGURE 16). En effet, la modulation de la quantité de cholestérol laisse entrevoir 

une modulation des radeaux lipidiques (Mouritsen et al. 2004). Cette modulation se traduit par une 

structure différente, l'agencement de la bicouche lipidique tend vers un profil plus ou moins fluide 

et qui facilite plus ou moins l'association d'autres molécules. C'est à ce jour l'étude qui a pu le 

mieux démontrer le rôle et la place du cholestérol des radeaux lipidiques dans la bicouche lipidique 

(Crane et al. 2004). 

A cet effet, afin de démontrer l'association des molécules de signalisation aux radeaux lipidiques, 

beaucoup de groupes de recherche utilisent les agents de la famille des cyclodextrines (Bibby et al. 

2000). Les cyclodextrines sont utilisés en médecine car ils facilitent la libération de médicaments à 
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travers les membranes. Ces cyclodextrines ont aussi été découvertes pour leur capacité à extraire le 

cholestérol de la membrane (Ilangumaran et al. 1998) et en fait elles sont actuellement utilisées 

pour perturber la structure des radeaux lipidiques. En effet, l'exposition des cellules à la méthyl-

bêta-cyclodextrine (MBCD) entraîne une dissociation des molécules des radeaux lipidiques, et 

perturbe ainsi la signalisation intracellulaire (Dreja et al. 2002). 

D'autres moyens sont aussi disponibles et utilisés afin de perturber la signalisation via les radeaux 

lipidiques. Parmis ces moyens, beaucoup ont la même cible, le cholestérol. Ainsi la filipine est 

utilisée pour séquestrer le cholestérol de la membrane cellulaire. D'autres agents vont cibler les 

composantes de la régulation du métabolisme du cholestérol. Les statines ont un rôle de prévention 

des maladies cardiovasculaires en diminuant le taux de cholestérol plasmatique via l'inhibition de 

la synthèse du cholestérol cellulaire. Ainsi, les statines sont utilisées in vitro pour inhiber la HMG-

CoA réductase et en contrôlant la quantité de cholestérol dans le milieu extracellulaire la cellule va 

être perturbée (Barenholz, 2004). 

3.5 Modulation des radeaux lipidiques et cas pathologiques 

Plusieurs méthodes sont utilisées pour moduler la structure des radeaux lipidiques, 

principalement en attaquant leur structure en ciblant le cholestérol. Le nombre important d'études 

sur le cholestérol et les radeaux lipidiques est dû au fait que nos connaissances sur les radeaux 

lipidiques sont encore faibles par rapport à la compléxité de ce nouveau domaine de recherche; 

notamment dans sa relation à l'immunologie. Néanmoins, des études récentes ont permis 

d'observer la modulation des radeaux lipidiques en utilisant des lipides. L'état de saturation des 

lipides qui composent les radeaux lipidiques va avoir une très forte influence sur leur fonction et 

sur la stabilité de l'association des molécules de signalisation. En effet, Stulnig et al. (2000) ont 
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Figure 16. Hétérogénéité des radeaux lipidiques et cholestérol (Crane et al. Biophys. J, 2004) 

La modulation du contenu en cholestérol va engendrer des structures synthétiques très différentes. 

En marquant les structures synthétiques avec différents marqueurs lipidiques on peut se rendre 

compte qu ' elles ont des propriétés très différentes (fluidité, empaquettement) en fonction de la 

quantité de cholestérol qui compose ces structures. 
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montré que l'incubation de cellules de la lignée lymphocytaire Jurkat E6.1 avec des acides gras 

poly-insaturés inhibe le libération du calcium lors de la stimulation subséquente du TCR. Ces 

premières expériences ont été validées Switzer et al. (2004) et Calder (2002). 

Ces études menées chez la souris ont permis de démontrer que mise à part l'incubation in vitro des 

cellules, l'incorporation de ces acides gras dans l'alimentation de ces souris mène à des 

modifications importantes du système immunitaire, notamment des lymphocytes T. Ces 

modifications se traduisent essentiellement par la perte de fonctions telle que la capacité à produire 

des cytokines lors de l'activation. Ces études laissent supposer que la modulation dans la 

composition des radeaux lipidiques puisse être en partie responsable des effets suppresseurs de la 

réponse lymphocytaire. 

D'une manière générale, toute modulation de l'organisation membranaire va aboutir à la 

modification de l'activation lymphocytaire par la modulation des radeaux lipidiques. La 

déstabilisation de ces structures essentielles peut engendrer une signalisation défectueuse ou 

incomplète, ce qui peut expliquer les défauts de fonctions. 

Il existe des cas pathologiques où l'activation lymphocytaire est anormalement excessive. C'est le 

cas de l'arthrite rhumatoïde (RA) et du lupus erythémateux disséminé (systemic lupus 

erythematosous). En effet, dans le cas du SLE, Jury et al. (2004) ont montré une correlation entre 

l'hyperactivation lymphocytaire et les phénomènes auto-immuns et les modifications au niveau des 

radeaux lipidiques. Cette étude a permis de mettre en évidence, pour la première fois, les 

conséquences de la chronicité de la pathologie sur la composition et les fonctions des radeaux 

lipidiques. En effet, les molécules de signalisation sont quantitativement plus associées aux 

radeaux lipidiques des lymphocytes T CD3+ de ces patients, parallèlement, le contenu en GMl est 

augmenté de manière significative. En fait, les lymphocytes T CD3+ des patients souffrant de SLE 
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sont dans un état pré-activé. Cela va mener à la production de cytokines pro-inflammatoires dans 

l'environnement de ces cellules et va expliquer la chronicité de la maladie. Cependant, rien 

n'explique encore comment ces radeaux lipidiques se trouvent modifiés. 

Plusieurs études sont maintenant en cours afin de déterminer le rôle des radeaux lipidiques dans 

d'autres pathologies (TABLEAU 4). Par exemple, dans le cas de la maladie d' Alzheimer, il est 

connu que les sécrétases, qui sont responsables du clivage de la protéine précurseure de l'amyloïde 

bêta (APP) sont localisées en partie dans les radeaux lipidiques (Ehehalt et al. 2003), et qu'avec le 

vieillissement cette localisation est augmentée (Wood et al. 2002). Cela va engendrer une affinité 

et un contact plus important entre ces sécrétases et l' APP, ce qui résulte en la formation des 

plaques d'amyloïde (3 ou plaques séniles caractéristiques de la maladie d' Alzheimer. 

Désormais, il devient évident que tous les processus cellulaires impliquant la membrane vont être 

influencés par la modulation des radeaux lipidiques. Cela laisse entrevoir de nouvelles avenues 

quant au rôle des radeaux lipidiques dans les déficiences immunitaires qu'elles soient d'ordre 

pathologique ou physiologique comme on peut le voir lors du vieillissement. 
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Table 1 
Diseases for which rafts and raft proteins are targets 

Alzheimer disease 
Parkinson disease 
Muscular dystrophy 
Polyneuropathies, demyelinating diseases 
Autoimmune disease, chronic inflammar.ion, vaccine response 
B cell response 
T cell response 
Asthma and allergie response 
Neoplasia 
Atherosc1erosis 
Hypertension, hemodynamic regulation 
Diabetes 
Hyperparathyro!dîsm 
Osteoarthritis 
Gastroîntestînal ulceration 
Paroxysmal nocturnal hemoglobinuria 
Lysosomal storage disease 
Niemann-Pick disease 
Tay-Sachs disease, morbus Fabry, metachromatic leukodystrophy 
Pilzaeus·Merzbacher disease 
Postsqualene cholesterol biosynthesis disorders 
Pore-formîng toxlns (gas gangrene) 
Sepsis, septic shock 
Bacterial infections 

Escherichia coli 
Mycobacteria tuberculosis and bovis 
Campylobacter jejuni 
Vibrio cholerue 
Cfostridium difficile (pseudomembranous colitis) 
Cfostridium tetani 
Salmonella, Shigella 

Viral infections 
Influenza virus 
HIV-1 
Measles virus 
Respirat0ry sym:ytial cell virus 
Filoviridae (Ebolavirus, Marburgvirus) 
Papillomaviridae and polyomaviridae 
Epstein-Barr virus 
Echovirus 1 

Other pathogens 

Pfasmodium (malaria) 
Trypanosoma (sleeping sickness) 
leishmania 
Prions (Creutzfeldt-Jakob disease, Kuni, 
Gerstmann-Straussler-Scheinker syndrome) 
Toxoplasma gondii 
--·--·--------

See supplemental reading list (www.jd.org!cgi/content/ful!/110/5/597 /DC1) for 
detailed references. 

Tableau 4. Maladies où les radeaux lipidiques sont ciblés (Simons et al., J. Clin. Invest. 2002) 
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4 Vieillissement 

4.1 Problème du vieillissement de la population 

Le vieillissement est un processus naturel du cycle de la vie. Le nombre de personnes âgées 

(> 65 ans) est de plus en plus important dans nos sociétés. Le vieillissement n'est pas une maladie, 

cependant plusieurs maladies y sont associées ou en découlent (Kaplan et al. 1999) et à vrai dire, 

nos connaissances sur le système immunitaire de la personne âgée sont très limitées. Il devient 

alors primordial d'accroître ces connaissances afin de pouvoir mieux répondre, dans un avenir 

proche, aux spécificités et attentes des personnes âgées. Le but de ces recherches ne doit pas être 

d'augmenter encore la durée de vie, mais de faire en sorte que les dernières décennies de vie se 

passent dans les meilleurs conditions, c'est le« vieillissement réussi». Un paramètre important est 

le coût des services de santé fournis aux personnes âgées. En effet, le vieillissement de la 

population ne va pas de pair avec l'augmentation des jeunes travailleurs, ce qui crée des crises 

économiques importantes dans les pays occidentaux. L'avancement de la médecine, la meilleure 

hygiène de vie ainsi qu'une meilleure information de la population ont permi d'augmenter de 

manière significative l'espérance de vie. Ce changement démographique nécessite aussi une 

augmentation de la natalité pour faire face au nombre grandissant de personnes âgées et retraitées. 

Le ration population retraité : populationa active augmente donc et crée des problèmes :financiers 

majeurs. Il est clair que subvenir aux besoins d'une personne âgée non autonome, souffrant de 

diabète et de démence, comme cela arrive souvent, est difficile et coûteux. La bio-gérontologie est 

une spécialité qui permettra de couvrir un large spectre des problèmes liés au vieillissement 

physiologique. L'intérêt d'étudier le système immunitaire des personnes âgées ainsi que son 

adaptation à l'environnement est grand et nécessaire. Le but final n'étant plus de rallonger la durée 

de vie mais bien de permettre à ces personnes âgées de vivre en santé le plus longtemps possible. 
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4.2 Définition 

Le vieillissement humain peut être défini de plusieurs manières. Le vieillissement se 

caractérise par des modifications physiques mais aussi par des changements moins faciles à 

détecter quelquefois. Parmis ces changements, on dénombre des modifications dans les fonctions 

endocriniennes (Heaton, 2001), dans le métabolisme du glucose (résistance à l'insuline), dans les 

fonctions du cerveau (maladie d' Alzheimer, Parkinson), dans la régulation des muscles 

(sarcopénie) (Evans, 1995), dans le maintien des structures osseuses (ostéoporose), dans le système 

cardio-vasculaire (athérosclérose) et dans le contrôle du stress oxydatif. D'un point de vue 

immunologique, le vieillissement est associé à une diminution des fonctions immunitaires menant 

à une plus grande susceptibilité aux infections, cancers, maladies auto-immunes (TABLEAU 5). 

Le vieillissement des cellules est appelé sénescence. Il y a deux théories en vogue qui peuvent 

expliquer ce phénomène. C'est Leonard Hayflick (1968) qui a établi la théorie qui porte son nom 

sur la sénéscence cellulaire. Cette théorie veut qu'une cellule se divise jusqu'à une certaine limite 

(Hayflick, 1968). La cellule atteint alors un état de« crise», c'est la limite de Hayflick à partir de 

laquelle la cellule va devenir senéscente, c'est à dire qu'elle ne va plus être capable de répondre à 

une stimulation ou alors elle va se transformer en cellule cancéreuse par mutation du matériel 

génétique. Ces mutations sont souvent dues à des défaut de mécanisme de réparation et notamment 

par la perte de la taille des télomères responsables de la protection du matériel génétique. 

L'augmentation des radicaux libres (Harman, 1992) par rapport aux protections anti-oxydantes est 

responsable de ces mutations. 
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• Arthrose 

• Athérosclérose 

• Maladie d' Alzheimer 

• Maladie de Parkinson 

• Cancers 

• Maladies auto-immunes 

• Infections récurentes 

• Diabète 

• Ostéoporose 

Tableau S. Maladies associées au vieillissement 

(Fü!Op et al. Drugs Aging, 2005) 
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Ces radicaux vont donc cibler premièrement la membrane puis les protéines cytosoliques et enfin 

le noyau. C'est la théorie des radicaux libres proposée par Denham Barman (1956). L'application 

du phénomène de sénéscence aux cellules immunitaires est appelé immunosénescence (Leech, 

1980). 

4.3 L'immunosénescence 

L'immunosenéscence est un phénomène mal connu. D'une part, parce que les travaux sur la 

sénescence traitent de cellules de type fibroblastique ou endothélial. En effet, par culture continue 

in vitro on peut amener ces types cellulaires vers un phénotype sénescent. Ce phénotype inclut la 

rigidité membranaire (Bartosz et al. 1981) et une dégénéréscence globalisé très bien connue. 

D'autre part, parce que l'étude de cellules immunitaires périphériques est rare dans le cadre du 

vieillissement humain. Il faut bien différencier la sénescence in vitro et l'immunosénescence in 

vivo. Les causes de la première sont connus tandis que les causes de l'immunosénescence sont 

mals connues. 

L'immunosénescence touche tous les aspects de la réponse immunitaire. Pendant longtemps, la 

question du degré d'altération de la réponse immune innée a été débattu (Solana et al., 1999; 

Plackett et al. 2004). On peut malgré tout voir des changements dans la réponse des neutrophiles 

(Fulop et al, 2004), des monocytes/macrophages (Plowden et al., 2004; Lloberas et al., 2002), des 

cellules NK (Plackett et al. 2004; Mocchegiani et al., 2004). En ce qui concerne la réponse 

adaptative, les recherches sont beaucoup plus avancées. Des changements significatifs sont 

démontrés chez les cellules B avec le vieillissement (Allman et al., 2005; Canera, 2005). Les 

cellules B maturent au niveau de la moëlle osseuse alors que les cellules T maturent au niveau du 

thymus. Or, lors du vieillissement on observe l'involution du thymus. Dès lors, les études ont pu 

48 



confirmer que les cellules T ont leurs fonctions principales altérées (TABLEAU 6). De plus, les 

cellules T jouent un rôle d'intégrateur de toute la réponse immune, c'est pour ces raisons que les 

cellules T sont d'un intérêt primordial pour l'étude de l'immunosénescence. 

Ainsi, les lymphocytes T subissent des modifications qui ne leur permettent pas de répondre de 

manière adéquate, controlée et soutenue avec le vieillissement (Makinodan, 1980). L'involution du 

thymus (Piantanelli et al., 1990) se traduit par une diminution de la capacité thymique à produire 

des lymphocytes T. Même si aucun changement dans le nombre total de lymphocytes circulant 

n'est démontré dans la littérature, il est très possible que le repertoire de lymphocyte soit restreint à 

cause de ce phénomène. Il est aussi possible que le manque de lymphocytes T nouvellement 

produit soit comblé par le maintient de cellules T anergiques en circulation. C'est de là que vient le 

nom d'immunosénescence, les lymphocytes anergiques sont en sénescence, ils ne répondent pas à 

la stimulation, ni aux signaux de mort ce qui restreint fortement le repertoire de lymphocytes 

circulant. Cela pourrait expliquer l'augmentation de l'incidence des infections et d'autres 

pathologies au cours du vieillissement. 

L'immunosénescence est un phénomène normal puisqu'il intervient lors du vieillissement normal. 

Cependant, il est important de comprendre comment le système immunitaire s'adapte au 

vieillissement. Certaines fonctions vont être ainsi diminuées telles que les fonctions 

lymphocytaires alors que le nombre de cellules NK va augmenter (Mocchegiani et al., 2004). Y-a-

t-il une adaptation du système immunitaire à l'augmentation du nombre de NK ? Cela se 

traduirait-il en partie par l'involution du thymus. Ou au contraire y-a-t-il une adaptation dans le 

nombre et l'activité des cellules NK à la vue de l'involution du thymus ? Ces questions restent 

encore en suspense, mais permettront de comprendre pourquoi l'immunosénescence existe. 
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Les nombreuses divisions lymphocytaires qui ont lieu lors des différentes étapes de la réponse 

immune vont avoir un impact sur les fonctions de ces cellules. En effet, lors d'une division 

cellulaire, le lymphocyte perd de son matériel télomérique (Franceschi et al. 1999). Les télomères 

sont des répétitions ordonnées au bout des chromosomes. Ces télomères vont servir à protéger le 

matériel génétique de toute dégénération. Lors de chaque division, la taille des télomères est 

diminuée. Arrive alors une limite où la taille des télomères ainsi que l'enzyme responsable de ce 

maintien génétique, la télomérase n'arrivent plus à garantir l'intégrité de l' ADN. En fait, il est 

connu que lors du phénomène de sénéscence in vitro, les divisions cellulaires s'arrêtent lorsque les 

cellules épuisent les télomères. En ce qui concerne le vieillissement humain, des études in vivo ont 

montré une diminution de la taille des télomères chez les lymphocytes T (Lord et al., 2002). Il est 

aussi apparu que les cellules avec les télomères les plus courts sont ceux dit en « sénéscence 

réplicative ». 
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• Calcium libre intracellulaire 

• Production de IP3 

• Translocation de PKC 

• Expression de CD69 

• Expression de CD71 

• Expression de CD28 

• Fluidité membranaire 

• Translocation de NF-AT 

• Activité du protéasome 

• Défaut de signalisation 

• Nombre de cellules naïves 

• Nombre de cellules mémoires 

• Proliferation 

• Production d'IL-2 

• Taille des télomères 

• Expression du récepteur d'IL-2 

Tableau 6. Altérations chez les lymphocytes T avec le vieillissement 

(Fülop et al. Drugs Aging, 2005) 
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Cette population ne réponds pas à la stimulation, de quelque nature que ce soit et ne rentre pas 

dans le lot de cellules qui vont être éliminé par apoptose (Franceschi et al. 2000). Ce défaut 

d'apoptose va conduire à l'accumulation d'une population inactive, ce qui interfère avec le 

phénomène d'homéostasie puisque ces cellules étant anergiques, elles ne vont pas être régénérées. 

Ceci laisse donc la place à 1' antigène pour lequel la cellule T en « sénéscence réplicative » est 

spécifique de pouvoir entrer dans 1' organisme sans être attaqué par le système immunitaire 

(Pawelec et al. 2002). On comprends donc pourquoi la personne âgée a plus de difficultés à 

contrecarrer une attaque antigénique quelconque. 

De plus, il est important de signaler que même si le nombre de lymphocytes ne diminue pas 

significativement au cours du vieillissement, il y a un changement significatif dans le ratio de 

cellules mémoires et naïves. En effet, les cellules naïves (CD45RO+) spécifiques pour un antigène 

qui a déjà été rencontré, vont devenir des cellules mémoires (CD45RA +). Au cours du 

vieillissement, une inversion du ratio cellules mémoires : cellules naïves a lieu. Un indice de risque 

de mortalité a été établit par Pawelec et al. (2005). Ce « Immunological Risk Phenotype » prend en 

compte plusieurs paramètres dont le nombre de cellules specifiques pour le cytomégalovirus 

(CMV) ainsi que le ratio entre cellules CD4 :CDS. Cette étude, réalisée sur une très grande variété 

de sujets (sujets sains, sujets déments, sujets malades d'une pathologie diverse, sujets malades et 

déments, etc ... ) a permis de conclure qu'un ratio inférieur à 1 est un indice de risque pour 

l'individu. Les donneurs SENIEUR utilisés pour mon étude ont tous un ratio supérieur à 1. 
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4.4 L'immunosénéscence et la signalisation 

Afin d'étudier le vieillissement sans qu'une ou plusieurs maladies viennent interférer les 

données, des protocoles ont été mis en place afin de cibler la population vieillissante en bonne 

santé (protocol SENIEUR). Ceci permet d'étudier le vieillissement physiologique (Ligthart et al. 

1984) et d'éviter la mauvaise interprétation des maladies sous-jacentes. Actuellement, 3 causes 

intrinsèques sont admises pour expliquer l'immunosénescence: 1- l'involution du thymus (George 

et al. 1996) 2- les changements dans les sous-populations de lymphocytes (Dubiski et al. 1989) 3-

les défauts de signalisation (Pawelec et al. 2001). La principale découverte au niveau du système 

immunitaire adaptatif avec le vieillissement, est la diminution significative de la capacité des 

lymphocytes T à produire l'interleukine-2 (Thoman et al. 1981; Cheung et al. 1983) lors de la 

stimulation du TCR/CD28. Or, l'interleukine-2 est primordiale pour l'expansion clonale. Il y a 

donc un problème entre la ligation du TCR/CD28 et la production d'IL-2. Des études ont été faites 

et ont démontré que cette diminution de production d'IL-2 n'est pas due à un défaut dans les voies 

de sécretion de la cytokine mais c'est bien au niveau pré-transcriptionnel qu'un problème existe. 

C'est donc un problème de transmission du signal entre le TCR/CD28 et le noyau (Whisler et al. 

1996) qui serait à l'origine de cette déficience immunitaire, c'est notre hypothèse de travail. 

Avec le vieillissement, l'expression intracellulaire des molécules de signalisation n'a pas été 

montrée comme étant altérée. On peut supposer que les lymphocytes T restent théoriquement aussi 

bien équipés lors du vieillissement. Par contre, il a été démontré que les lymphocytes de la 

personne âgée perdent l'expression membranaire du corécepteur CD28 (Fagnoni et al. 1996). 

D'autre changements ont lieu au niveau de l'expression de certains récepteurs membranaires des 

lymphocytes T avec le vieillissement (TABLEAU 6). Ainsi, lors de la stimulation des lymphocytes 
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T, l'expression de CD69 ainsi que l'expression du récepteur d'IL-2 (CD25) sont diminués chez la 

personne âgée. 

Dans cette optique, plusieurs groupes de travail donc celui du Dr. Fü!Op ont pu démontrer des 

défauts de signalisation intracellulaire chez les lymphocytes T avec le vieillissement humain 

(Varga et al. 1990; Fülop et al. 1991; Fülop, 1994; Fülop et al. 1995; Fülop et al. 1999; Fülop et 

al. 2001). Ainsi, dans la voie de signalisation du TCR, l'activité de p56Lck ainsi que son état de 

phosphorylation sont significativement diminués avec le vieillissement humain chez les 

lymphocytes T CD3+. La mobilisation du calcium intracellulaire, la production de IP3 et la 

translocation de PKCO à la membrane sont des évènements demontrés comme étant diminués lors 

du vieillissement. D'autres voies de signalisation induites par la ligation du TCR ont aussi été 

montrées comme altérées (TABLEAU 7). Ainsi, la signalisation des cellules T via les 

MAPKinases est altérée lors du vieillissement (Douziech et al. 2002; Pawelec et al. 2001). La 

phosphorylation des chaînes zêta du TCR/CD3, l'activité de Fyn, l'activation de LAT, de Raf-1, de 

MEK, de ERK, de PKC-0, de Vav, de JNK sont diminués avec le vieillissement dans les 

lymphocytes T (FIGURE 13). 

Ces études ont permis de valider l'hypothèse selon laquelle les défauts de signalisation du TCR 

expliquent une production d'IL-2 inférieure à celle observée chez des sujets jeunes. La 

signalisation intracellulaire est donc altérée à différents niveaux de la cascade. Cependant, ces 

études n'ont pas pris en compte la signalisation issue de la ligation du CD28 qui est pourtant 

nécessaire pour la production d'IL-2. L'immunosénescence nécessite donc encore beaucoup 

d'études afin de pouvoir isoler les causes. Les voies de signalisation en aval de la membrane sont 

pour la plupart déficientes avec le vieillissement (TABLEAU 7). Alors quelles sont les raisons de 
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ces déficiences ? Est-ce un problème au niveau de la membrane en elle-même ? Les radeaux 

lipidiques membranaires ont-ils un rôle à jouer dans ce phénomène? 

4.5 Cholestérol, « inflam-aging » et radicaux libres dans l'immunosénéscence 

Lorsque la structure des radeaux lipidiques est perturbée par extraction du cholestérol avec la 

MBCD, l'activation cellulaire s'en trouve gravement affectée. Lors du vieillissement on observe le 

phénomène inverse, c'est à dire une augmentation significative du cholestérol membranaire (Fülop 

et al. 2001). Les effets de cette augmentation sont encore largement inconnus mais on sait qu'elle 

est spécifique aux lymphocytes T puisque les neutrophiles qui sont de courte durée de vie (24 

heures) ne subissent pas une telle modification (Larbi et al., non publié). Cette augmentation du 

cholestérol membranaire reste encore inexpliquée puisque les donneurs jeunes (18-25 ans) et âgés 

(> 65 ans) sont normolipidémiques avec des concentrations plasmatiques de lipoprotéines, de 

cholestérol, de triglycérides dans la normale. Il reste donc la possibilité qu'une ou plusieurs voie(s) 

de régulation du cholestérol cellulaire soi( en)t en cause. Puisque le cholestérol est important dans 

la structure des radeaux lipidiques, l'augmentation de cholestérol cellulaire peut expliquer 

pourquoi la signalisation est altérée lors du vieillissement. 

Les modifications de la membrane et de la réponse lymphocytaire sont aussi expliqués par le 

phénomène d' « Inflam-Aging » intégré par Franceschi et al. (2000a) met en évidence 

l'inflammation de base chez la personne âgée. L' « Inflam-Aging » se caractérise par plusieurs 

facteurs mais d'une manière générale ce sont tous les paramètres extrinsèques aux lymphocytes 

(Franceschi et al. 2000b). Ceux-ci inclus notamment les cytokines, le stress oxydatif, les 

hormones. 
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• Phosphorylation de la chaîne zeta 

• Activité de Fyn 

• Activation de LAT 

•Production de PIP2 

• Activation de Raf-1 

• Activation de MEK 

• Activation de ERK 

• Recruitment de PKC-8 

• Activation de Vav 

• Phosphorylation de JNK 

•Translocation de NF-AT, NF-kB 

Tableau 7. Étapes de signalisation du TCR gui sont défectueuses au cours du vieillissement 

(Fülop et al., Arthritis Research Therapy, 2003) 
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Il a été démontré que la personne âgée possède une concentration plasmatique d'interleukine-

6, de tumor-necrosis factor-a détectable même en absence d'un antigène (Bruunsgaard et al. 

2001). Tout comme la perte des capacités anti-oxydantes des cellules immunitaires (Meydani et al. 

1995), ceci va avoir un impact direct sur les lymphocytes T. Cet impact se traduit par un état pro-

inflammatoire chronique chez la personne âgée ( Giacconi et al. 2004). 

Aussi, l'action des radicaux libres modifie l'organisation lipidique membranaire et va 

participer à la rigidification de la membrane (Hendricks et al. 1988). Les radicaux libres (anion 

superoxide, peroxyde d'hydrogène) sont produits par les macrophages et neutrophiles lors de la 

réponse innée. Les neutrophiles sont des cellules à courte durée de vie, les radicaux libres n'auront 

pas d'effets à long terme sur ces cellules. Par contre, les lymphocytes T sont des cellules de longue 

durée de vie, les cellules mémoires pouvent même vivre plusieurs décennies. Ainsi, ces cellules 

sont plus susceptibles d'être les cibles des attaques radicalaires. Ces attaques vont influencer la 

disposition des phospholipides membranaires (Marathe et al. 2000), ainsi que tous les lipides qui 

composent les radeaux lipidiques. 

4.6. Immunosénescence et radeaux lipidiques 

Quelle que soit la ou les causes exactes de la rigidité membranaire, la conséquence est que 

tous les phénomènes dépendants de la fluidité et de l'organisation de la membrane vont être 

affectés. De la présentation antigénique, en passant par la signalisation, le métabolisme du 

cholestérol, la production de cytokines, la diapédèse en allant jusqu'à l'apoptose, les radeaux 

lipidiques sont les premières structures impliquées dans ces processus. Il est alors évident que le 

maintien de ces structures est primordial pour la régulation de la réponse lymphocytaire et de la 

réponse immune en général. La modification des radeaux lipidiques est observée dans le cas du 

57 



SLE où la signalisation et l'activation lymphocytaire sont fortement augmentées. Toutes les études 

jusqu'à présent ont mis en avant le rôle de la signalisation intracellulaire pour expliquer 

l'immunosénéscence, tout au moins en partie. Le laboratoire du Dr. Fülëp s'intéresse à la 

signalisation des lymphocytes T, et de nombreuses preuves ont été apportées pour valider cette 

hypothèse (Pawelec et al. 2001). 

Qu'en est-il des radeaux lipidiques dans l'immunosénéscence? 

Aucune étude à ce jour n'a identifié des altérations dans les propriétés des radeaux lipidiques lors 

du vieillissement. La principale cause de ce manque de données est la nouveauté du concept de 

radeaux lipidiques. La suite logique à l'étude de la signalisation dans l'immunosénéscence est 

l'étude des radeaux lipidiques qui sont les structures essentielles à l'initiation de l'activation 

lymphocytaire. Il devient primordial d'identifier les changements qui ont lieu dans les 

microdomaines de la membrane. Un point important est l'augmentation de cholestérol 

membranaire avec le vieillissement. On peut émettre l'hypothèse que les propriétés des radeaux 

lipidiques changent avec le vieillissement et pourraient expliquer toutes les altérations dans la 

cascade de signalisation qui en découle et donneraient une explication au défaut de production 

d'IL-2, de prolifération et seraient un modèle expliquant tout au moins en partie, 

l'immunosénéscence. Au début de ma thèse, aucune étude sur l'humain n'était disponible dans ce 

domaine. Au cours de ma thèse, des données importantes concernant la signalisation des cellules 

CD4+ et CD8+ ont orienté ma recherche vers ces deux types lymphocytaires. 
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5.1 HYPOTHÈSE DE DÉPART 

Les radeaux lipidiques des sous-populations de lymphocytes T subissent des modifications qui 

expliquent la réponse lymphocytaire diminuée. 

5 .2 OBJECTIFS DU PROJET 

1. Étudier les propriétés physico-chimiques des radeaux lipidiques avec le vieillissement 

2. Déterminer la capacité des radeaux lipidiques à être activés avec le vieillissement et les 

moduler afin d'améliorer les fonctions lymphocytaires 

3. Déterminer le rôle des radeaux lipidiques chez les lymphocytes CD4+ et CDS+ 

4. Moduler les radeaux lipidiques et voir ces effets sur les fonctions lymphocytaires 
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Larbi A., Dupuis G., Douziech N., Khalil A., Fülëp T. (2004). Low grade inflammation with aging 

has consequences for T lymphocytes signalling. Annals of the New York Academy of Sciences. 

1030:125-133. 

Préambule 

Ce manuscript décrit les propriétés des radeaux lipidiques des lymphocytes T CD3+ 

quiescents. Nous montrons l'effet du vieillissement physiologiques sur la composition en 

cholestérol des radeaux lipidiques et sur leur distribution. L'inflammation normale qui vient avec 

le vieillissement (Inflam-Aging) à des effets au niveau de l'état d'activation chez des lymphocytes 

au repos. Ces données sont les premières à démontrer de tels changements dans les radeaux 

lipidiques avec le vieillissement. J'ai réalisé toutes les experiences décrites dans ce manuscript. 
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Abstract 

T lymphocytes are key players of immune responses which are associated to immune senescence 

because their fonctions are the most affected with aging. Defects in signal delivery to the nucleus 

have been demonstrated, by our group and others, in human aging and may explain the 

dysfonctions that occur in T cells with aging. Although aging has been related to a decline in 

several biological fonctions, it is also associated with a basal low grade pro-inflammatory state as 

well as an increase in oxidative stress that lead to several changes and damages. However, there 

are no clear data conceming the basal state of activation of T lymphocytes and its putative link 

with the low grade inflammation observed with aging. Since membrane microdomains (lipid rafts) 

are specialized plasma membrane structures involved in T lymphocytes activation, we studied the 

effect of aging on the phosphorylation state of signalling molecules associated with lipid rafts. We 

found that the signalling molecules in T lymphocytes from elderly donors were 

hyperphosphorylated and that the high basal state of phosphorylation did not allow activation 

exposure to a T cell stimulus. W e found that the cholesterol composition is changed in lipid rafts 

ofresting T cells. We analyzed lipid raft distribution in situ using confocal microscopy and found a 

disorganization of these microdomains in T cell from aged donors. In conclusion, we show a link 

between aging, T lymphocytes lipid rafts, immune senescence and low grade inflammation. 

Key words: lipid rafts; aging; signal transduction; low-grade inflammation 
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Introduction 

Aging is associated with several diseases that may be linked to changes in the immune response 

(1). These changes were first described as a decline in the immune system to mount an efficient 

response against an antigen. The increased understanding of the interactions between immune cells 

has led to a clearer molecular view of several pathological processes such as Alzheimer's disease, 

autoimmune phenomena, atherosclerosis and cancer. These pathologies have been associated to 

immunological defects or changes with aging. Among the cells involved in acquired immunity, T 

lymphocytes have been described as the most affected with aging. Several hypotheses have been 

put forward to clarify this as yet poorly understood immune senescence (1 ). One of the 

consequences of immune senescence is a diminished T lymphocyte proliferation and clonal 

expansion which is mostly controlled by interleukin-2 (IL-2) and its receptor. Thus, a defect in 

intracellular signal transduction is an attractive hypothesis since several studies have clearly 

demonstrated alterations in many signalling pathways following T cell receptor (TCR) ligation of 

aged individuals (2). Alterations in the series of events from the plasma membrane (early events) 

through the cytoplasm (intermediate events) and to the nucleus (late events) may have critical 

consequences towards T cell activation given the fact that T cells do not possess alternative 

pathway of activation. The late events involving transcription factors such as NF-AT, AP-1, NF-

kB and IL-2 production can be affected by the upstream defects previously mentioned. It has been 

clearly established that the cholesterol-enriched lipid raft microdomains are key elements of 

formation of the immune synapse and TCR activation (3). In this connection, we have published 

that lipid raft properties from T lymphocytes are modified with aging. Specifically, we found 

changes increases in cholesterol content, distribution of T cell signalling molecules and impaired 
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lipid raft coalescence (4). We interpreted these data to suggest that they may explain, at least in 

part, the impairment in T cell activation and proliferation associated with aging (4). Although 

aging is associated with a decline in T lymphocytes fonctions that may be related in part to defects 

in intracellular signalling, it is also associated with a low grade pro-inflammatory status (5). This 

behaviour may result from repetitive antigenic stimulations during life that may lead to partial 

unresponsiveness (immune exhaustion) of the immune response and accumulation of memory 

cells. Furthermore, slight but detectable amounts of the pro-inflammatory cytokines, increase in 

by-products of reactive oxygen species and more generally of the oxidative stress are detected in 

this basal pro-inflammatory state (2,6). The low chronic increase of cytokine production has been 

associated with obesity, but also with insulin resistance and atherosclerosis which are associated 

with aging. In the present study, we were interested to investigate the basal activation status of T 

lymphocytes from young and elderly donors. We have previously shown that the lipid raft-

associated Lck and LAT signalling proteins were activated to a lower extent in stimulated T cells 

from aged donors (4). We report the results of investigation of the status of phosphorylation of Lck 

and LAT in lipid rafts of resting T lymphocytes from healthy young and elderly subjects and lipid 

raft organization in T lymphocytes from both groups of donors. W e found that Lck and, to a much 

lesser degree, LAT were hyperphosphorylated in resting T cells from elderly subjects as compared 

to young subjects. The hyperphosphorylated state of Lck and LAT in the case of elderly donors 

prevented their increased phosphorylation upon stimulation, a situation that was not observed in 

the case of young donors. Moreover, lipid rafts organization was not maintained in T lymphocytes 

from elderly donors as observed by confocal microscopy and by the change in cholesterol content. 

Taken together, these data put an emphasis on the link between the pro-inflammatory stresses 
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observed with aging and the activation state of T lymphocytes explaining in part the difficulty to 

achieve full activation ofT lymphocytes from elderly donors. 

Materials and Methods 

Subjects and T lymphocyte preparation 

Twenty elderly volunteers aged 65 to 78 years (mean, 73 years) and twenty young subjects aged 19 

to 25 years (mean, 22 years) participated in the study. The lipid profile was determined by routine 

biochemical analysis and all the subjects were in good health, normolipidemic and satisfied the 

inclusion criteria of the SENIEUR protocol for immune investigations of human elderly subjects. 

Heparinized blood was obtained by venipuncture and lymphocytes were isolated by Ficoll-

Hypaque density sedimentation. The resulting mononuclear cell fraction was depleted of ' 

monocytes by adhesion on plastic tissue culture flasks coated with autologous serum (1 h, 37°C). 

B-lymphocytes and residual phagocytic cells were removed by absorption to pre-warmed nylon 

wool column (1 h, 37°C). The resulting highly enriched T cell population was phenotyped by flow 

cytometry and shown to contain less than 3% contaminating B or NK cells. Cell viability was 

greater than 95% (Trypan blue exclusion). 

T-cell stimulation and isolation of DRM on sucrase gradients 

Freshly prepared T cells were kept for 1 h in RPMI medium at 37°C. Untreated T cells (20 x 106
) 

and anti-CD3 (5 µg/ml) and anti-CD28 (5 µg/ml) mAb stimulated T cells were lysed (4°C, for 30 

min) by treatment with 300 µlof Hepes-buffered saline (25 mM Hepes, 100 mM NaCl, pH 6.9) 

containing 0.5% (v/v) Triton X-100, 2 mM EDTA, 10 mg/ml aprotinin, 10 mg/ml leupeptin, 10 
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mM phenylmethane sulfonate and 200 mM orthovanadate. An 85% (w/v) solution of sucrose in 

Hepes-buffered saline was added to a final concentration of 42.5% and the solution transferred to 5 

ml ultracentrifuge tubes. The lysates were gently overlaid with 1 ml of sucrose 35% (w/v) and 300 

µl of sucrose 5% dissolved in Hepes-buffered saline. Centrifugations were performed at 4°C for 16 

h at 200,000 x g in a Beckman TLA-100.4 rotor (Beckman Instruments, Montreal, QC). Nine 

fractions of 200 µl each were collected from the top of the gradient (4). 

Western blotting 

The fractions (25 µl) were immunoprecipitated with Lck or directly sized on SDS-PAGE (10% 

acrylamide gels), proteins were transferred to nitrocellulose membranes blocked with skimmed 

powdered milk in Tris-buffered saline (20 mM Tris, 137 mM NaCl, pH 7.6) containing 0.1 % (v/v) 

Tween. Membranes were then incubated with the relevant antibodies, anti-cholera toxin B subunit 

(CbTx), anti-phosphotyrosine (1:1000), anti-CD45 (1:1000), anti-LAT (1:1000), anti-Lck (1;1000) 

or anti-pLAT (1:200) ovemight at 4°C under constant rotary movement. The membranes were 

washed and the corresponding secondary antibody conjugated to horseradish peroxidase was added 

(1 :2000) for 1 h. The membranes were then washed and proteins revealed by enhanced 

chemiluminescence. Densitometric analyses were performed using an image analyzer 

(Chemigenius2 Bio Imaging System, Syngene, Frederick, MD). 

Quantification of cholesterol 

Cholesterol concentrations were measured in sucrose gradient fractions of T-cell lysates using a 

modification of the procedure of Katsanidis et al. (7). Briefly, 1 OO µl of each fraction from 20 x 

106 cells were added to a mixture of chloroform/methanol (2: 1) and vigorously mixed for 2 min. 

The tubes were centrifuged and the organic layer was collected and analyzed by HPLC. The 
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chromatographie system consisted of a Shimadzu pump and a PDA detector (Shimadzu Scientific 

Instruments, Guelph, ON). Fifty microliters samples were applied to a silica-packed column 

(Zorbax RX-SIL, 5 µm particle size, 4.6 x 250 mm). The mobile phase was a mixture of hexane-

isopropanol (99: 1) and the flow rate was 1.3 ml/min. Effluents were monitored at a wavelength of 

202 nm. The retention time of cholesterol was 4 min. 

Confocal microscopy analysis 

Circular glass coverslips (22-mm) were coated with poly-L-lysine (0.1 mg/ml) for 15 min at 37°C. 

T cells (1 x 106 lymphocytes) in PBS (1 ml) were treated with Alexa 594-conjugated CTxB (10 

µg) for 15 min at 4°C, washed and resuspended in the same medium. The cells were allowed to 

adhere to the coverslips (10 min) and fluorescence was recorded along the z-axis. The system was 

from Thermo Noran (Middleton, WI) and has been already described in details (4). Optical 

sections (0.2 µm-thick) were recorded. Image processing was done using the NIH Image freeware 

(http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). 

Statistical analysis 

Results were analyzed using Student's t-test for paired data and significance was set for p < 0.05 or 

as indicated. 

Results 

Levels of Lck and LAT phosphorylation in cell lysates and lipid raft fractions of resting T 

lymphocytes /rom young and eider/y donors 

The phosphorylation state of two major signalling molecules involved in T cell activation was 

analyzed by Western blotting. The protein tyrosine kinase Lck is one of the earliest molecules 
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involved in TCR signalling cascade where LAT is phosphorylated later on to play its rale as a 

signalling platform. Resting T lymphocytes from both groups of donors were lysed and lipid rafts 

were separated by ultracentrifugation on a sucrase gradient. Analysis of phosphorylated Lck 

(pLck) in T cell lysates revealed that the basal levels were 1.5-fold higher in the cases of resting T 

lymphocytes from elderly donors in comparison with young donors (figure lA, p < 0.05, n = 10). 

The difference between the two populations of donors was not due to experimental conditions 

since Western blot analysis clearly indicated that equal amounts of prateins were loaded in lane 

(Fig. lA). We next investigated whether the differences in pLck between the two populations of 

donors was reflected in the lipid raft fraction. Results showed (figure lA) 2-fold higher levels of 

pLck in the lipid raft fraction isolated from T cells of elderly subjects in comparison with young 

donors (p < 0.01, n = 10). We have previously shown that stimulation of each population of T cells 

resulted in increase levels of pLck in the case of young donors only (7). In contrast, the levels of 

pLAT were not significantly different in resting T cell lysates from both groups of donors (Fig. lB, 

left panel). The distribution of pLA T in lipid raft fractions was analyzed by W estem blotting. The 

GM1 ganglioside-positive fractions 1 to 3 were considered as lipid rafts fractions. Results showed 

(Fig. lB, right panel) low levels of pLAT in lipid rafts fractions of both groups of donors, 

suggesting that the phosphorylated form of LAT did not segregate to T cell micradomains. 

W estem analysis rather showed that pLA T was associated with the heavy sucrase gradients 

fractions (Fig. lB, right panel). 

FIGURE 1 
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Lipid raft composition and organization in T lymphocytes from young and elderly donors 

Data reported above established that a high basal phosphorylated state is present in resting T 

lymphocytes from elderly subjects. The age-related chronic inflammatory status may affect the 

activation of the initial components of T lymphocytes signalling including the properties of lipid 

raft microdomains. We quantitated the cholesterol content of the lipid raft fractions (1 to 3) derived 

from T lymphocytes of young and elderly donors. Results showed that the cholesterol content of 

lipid rafts fractions from elderly donors (filled columns) was at least two fold higher when 

compared to that of young donors ( empty columns) (Fig. 2A). Of interest, the serum lipid 

composition (cholesterol, low-density lipoproteins, high-density lipoproteins and triglycerides) 

were analyzed routinely for each donor and no significant differences were found between the two 

groups of donors (data not shown). We next analyzed the distribution of lipid rafts in resting T 

lymphocytes from both groups of donors. T lymphocytes we labelled with Alexa-594-conjugated 

CbTx. W e found a homogenous distribution of fluorescence in the case of T lymphocyte from 

young donors (Fig. 2B, left panel). In marked contrast, T lymphocytes from elderly donors 

revealed a non-homogeneous, diffuse distribution of fluorescence with obvious patches. These 

observations suggest that T cell lipid raft structure of elderly subjects may be Jess functional that 

young individual and these observations may have critical consequences in the formation of the 

immune synapse and the recruitment of and signalling molecules. 

FIGURE2 
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Discussion 

Human aging is associated with immune deficiencies and T lymphocytes have been suggested as 

playing a critical role in this immune dysregulation. This immune senescence is explained in part 

by alterations in the delivery of signals from the receptor (T cell receptor) to the nucleus. The rise 

of intracellular calcium is impaired in T lymphocytes from healthy elderly humans. Our group and 

others have shown a decline in p56Lck activation in vitro upon TCR ligation accompanied with 

defects in the activation of ZAP-70, LAT, SLP-76, and protein kinase C (PKC) translocation to the 

membrane (8,9). These early events are delayed or altered with aging leading to defects in 

intermediate events in TCR signalling cascade such as the Ras-mitogen activated protein kinases 

(MAPK) pathway (4). The late events involving transcription factors such as NF-AT, AP-1, NF-

kB and IL-2 production are affected by these upstream defects leading to impaired proliferative 

capacities. However, aging is not only associated with a decline in immune fonctions, but also with 

an increase in some immune parameters. Among them, slight, but detectable amounts of IL-6, IL-

8, TNF-a, CRP and other acute phase proteins in the serum have been described (6,10) as part of 

the low grade inflammatory state observed in healthy aging. Even if the levels of cytokines are not 

similar to those observed during an intense immunogenic challenge, they may affect the immune 

system and more specifically, T lymphocyte fonctions and activation state. Moreover, aging is 

associated with an increase in by-products of oxidative stress such as oxidized lipoproteins or 

reactive oxygen species (11). These have dramatical effects on cellular membrane by targeting and 

damaging the phospholipids bilayer. lt can be easily argued that low grade inflammation 

accompanying healthy aging along with the increase of oxidative stress may modulate basal T 

lymphocyte fonctions and basal activation status. Since lipid rafts are essential components in T 

cell receptor signalling and since these membrane lipid rafts may be the first targets of the low 
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grade inflammatory process, we were interested in signalling molecules phosphorylation in lipid 

rafts. W e clearly found a significant increase in pLck in lipid rafts of T cells from elderly donors 

when compared to young donors (Fig. lA). With respect to LAT, we did not find the same 

increase (Fig. 18). lt is of note that the increased Lck activation did not preceed to LAT activation. 

This could suggest that the degree of activation of Lck through TCR is not sufficient to complete 

the activation of T cells, suggesting that the signal is lost within the cascade. This interpretation 

would also suggest that lymphokines which activate the src kinases are not linked specifically to 

LAT. Thus, a higher state of activation of resting T lymphocyte with aging may be also associated 

with the slight increase in pro-inflammatory cytokines. Although we have previously reported 

similar alterations in neutrophils (2), these data are the first description of the putative effects of 

age-related low-grade inflammation on T lymphocyte basal activation and signalling. Furthermore, 

this state of phosphorylation did not allow an increased level of phosphorylation upon T 

lymphocyte activation, using a variety of stimuli (4). As changes in signalling molecule 

phosphorylation occurred significantly in lipid rafts, we studied lipid rafts properties with aging. 

First, we confirmed previous works showing an increase in cholesterol content in lipid rafts from 

elderly donors (Fig. 2A). The cause of this increase is still unknown since the serum lipid 

parameters were not different in the two groups of donors. Defects in intracellular cholesterol 

storage, in cholesterol esterification or in cholesterol transport may explain the increase in 

membrane cholesterol. However, no studies have been done as yet to explain this finding. When 

we analyzed lipid raft distribution in situ, we found that T lymphocytes from elderly donors were 

not as well organized as in T lymphocytes from young donors. As shown in Fig. 28, lipid rafts 

were not homogeneously distributed through the cellular membrane. To the best of our knowledge, 

these observations are the first to report changes in lipid raft distribution with aging in resting T 
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cells. Lipid raft heterogeneity may have critical consequences in T lymphocyte activation since it 

has been demonstrated that lipid rafts recruitment to a site of stimulation is essential to enhance T 

lymphocyte activation and commitment to proliferation (3). Since cholesterol is one of the major 

molecules involved in lipid raft structural organization, a change in lipid composition may explain 

why lipid rafts are not well organized. Moreover the age-related increase in free radicals and other 

by-products and modified proteins may explain why membranes are not structurally the same. We 

can put forward the hypothesis that signalling molecules could be phosphorylated upon an 

oxidative stress, modifying their interaction with membrane lipids or by cytokines ligation to their 

receptors. Free radicals can damage cell membranes and stop or slow down proteins movement 

within the plane of the plasma membrane explaining in tum the decline in phosphorylated proteins 

upon stimulation. In summary, our study shows a modified state of phosphorylation of signalling 

molecules in T lymphocytes with aging and perturbation of lipid raft composition and distribution. 

These findings may provide a link between age-related low-grade inflammation and T 

lymphocytes signalling. Our laboratory is currently investigating the mechanisms linking low-

grade inflammation to lipid raft function. 

Legends to figures 

Figure 1. Lck and LAT phosphorylation in resting T lymphocytes from young and elderly 

subjects. T lymphocytes were lysed and lysates were layered on a sucrose gradient and centrifuged 

at 100,000 x g for 16h at 4°C. Identical amounts of proteins concentrations were sized on SDS-

p AGE and relevant proteins revealed by Western blotting and enhanced chemiluminescence. A) 

Lck and its status of phosphorylation (pLck) were determined in immunoprecipitates of pooled 
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lipid raft fractions revealed with mAbs directed against Lck or phosphotyrosine (left panel). Band 

intensities were semi-quantitated by densitometric analysis (arbitrary units). Levels of basal Lck 

phosphorylation are shown (right panel) in the case of lymphocytes from young ( empty columns) 

and elderly donors (filled columns). B) Results of Western blot analysis (chemiluminescence) of 

basal LAT and its phosphorylation status (pLAT) in T cell lysates (left panel). GM1-positive lipid 

raft fractions were identified by indirect immuno:fluorescence using an anti-CbTx mAb. The 

presence of pLAT in the sucrose gradient fractions was done in immunoprecipitates probed with 

and anti-phosphotyrosine mAb and chemiluminescence. Experiments were done for 10 donors of 

each group. Significant difference is indicated by one asterisk (*) for p< 0.05 and two asterisks 

(**) for p< 0.01. 

Figure 2. Lipid rafts distribution in T cells from young and elderly subjects. T cells were isolated 

and lysed as described in the Materials and Methods section. A) The cholesterol content was 

analyzed by HPLC in lipid raft fractions, as indicated. Results are shown in the case of young 

(empty columns) and elderly donors (filled columns). Data were obtained from 10 independent 

donors. Statistical difference (p < 0.01) is indicated by one asterisk (*). B) Confocal microscopy of 

Alexa 594-labelled CbTx T lymphocytes from young and elderly donors. The cells were allowed 

to adhere to poly-L-lysine-coated coverslips and images were captured after 10 min. The bar scale 

is indicated at the bottom right corner of each image. The images are representative of 5 

independent experiments conducted with 5 different donors from each group. 
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lymphocytes. Journal ofLeukocyte Biology. 75:373-381. 

Préambule 

Ce manuscript démontre une diminution de la fluidité des radeaux lipidiques des 

lymphocytes T CD3+ avec le vieillissement. Cela est corrélé avec l'augmentation du cholestérol 

au niveau des fractions correspondant aux radeaux lipidiques. De plus, nous démontrons que la 

polarisation des radeaux lipidiques est diminué chez les sujets âgés comparativement aux sujets 

jeunes. L'association de la molécule de signalisation p5éck est diminuée alors que l'activation de 

p56Lck et LAT se trouvent diminuée avec le vieillissement. J'ai réalisé toutes les expériences 

décrites dans ce manuscrit et ai participé aux expériences du tableau 1. 
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Abstract 

Aging is associated with a decline in T-cell activation and proliferation but the underlying 

mechanisms are not fully understood. Recent findings suggest that lipid rafts act as a platform in 

the initiation of T-cell activation by selectively recruiting signalling proteins associated with 

formation of the initial complex of signal transduction. W e tested the hypothesis that lipid raft 

properties are altered in T lymphocytes from elderly healthy individuals in comparison with young 

subjects. Results showed that the cholesterol content of lipid rafts derived from these cells was 

consistently higher in the case of elderly donors and that membrane fluidity was decreased. In 

addition, lipid rafts coalescence to the site of TCR engagement was impaired in T-cells from 

elderly donors. The recruitment of p561ck, LAT and their tyrosine-phosphorylated forms to lipid 

rafts was decreased in activated T-cells from aged individuals. CD45 was not recruited to the lipid 

raft fractions in either group of subjects. Our data suggest that some properties of lipid rafts are 

altered in aging and this finding may be part of the causes for the decline in T-cell fonctions that is 

observed in elderly individuals. 

Key words: T cell receptor /LAT/ p56Lck / aging / cholesterol 
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INTRODUCTION 

T lymphocytes are key regulators of immune responses [reviewed in 1]. They become activated as 

a result of recognition of antigenic determinants presented by professional antigen presenting cell 

to the T cell receptor (TCR) within restriction of the major histocompatibility complex [reviewed 

in 2]. Adhesion molecules are involved in the formation of a stable immune synapse between the 

partner cells, which provides the extended contact required for T cell activation [3]. The activation 

ofprotein tyrosine kinases (PTK) [4] and the mobilization of Ca2+ [reviewed in 5] are the earliest 

biochemical events that can be detected following the engagement of the TCR. p56Jck (Lck), a 

member of the src family of PTK which is regulated by CD45 [ reviewed in 6] is crucial to the 

initiation of signal transduction and targets immunoreceptor tyrosine-based activation motifs of the 

CD3 complex and the Ç-dimer [reviewed in 7]. ZAP-70 is recruited to the Ç-dimer and 

phosphorylated by Lck [8]. Activated ZAP-70 phosphorylates the linker of activated T cells (LAT) 

which becomes a scaffold protein for the recruitment of multiple partners [9] including the adaptor 

proteins Gads and Grb2 and the enzymes of phospholipid metabolism, phosphatidylinositol-3-

kinase and phospholipase-Cyl [reviewed in 10]. LAT-associated Gads bring SLP-76 to the plasma 

membrane where it becomes phosphorylated, allowing its interactions with the exchange factor 

Vav, the adaptor proteins SLAP-130/Fyb which provide a link between T cell activation, up-

regulation of integrin affinity/avidity and, reorganization of the cell cytoskeleton [ reviewed in 11]. 

Although the engagement of the TCR provides an essential signal to T cells, commitment to 

proliferation and differentiation will not occur unless a secondary signal is provided by ligation of 

CD28 [12,13]. 
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A number of components of the T-cell activation complex are recruited to plasma membrane 

microdomains that are termed lipid rafts or detergent-resistant microdomains (DRM) [reviewed in 

14]. These domains are composed primarily ofhigh-melting sphingolipids packed with cholesterol 

that generate a liquid-ordered phase arrangement [15,16]. DRM can act as molecular filters in 

which case some plasma membrane proteins having an affinity for DRM are brought into 

molecular contacts whereas others are excluded [16-18]. Current evidence suggests that DRM 

provide a platform for the recruitment of proteins involved in the formation of the initial steps of 

T-cell signalling [19]. For instance, proteins critical to T-cell activation such as src PTK, LAT, 

protein kinase C (PKC)-8, Gads, WASP [18,20] and a host of other proteins [21] are recruited to 

DRM following TCR ligation. Current data support the notion that DRM are essential for T cell 

activation and interleukin-2 (IL-2) production [22] and that ligation of CD28 is required to 

enhance the coalescence ofDRM [23]. 

A decrease in the immune response is generally associated with aging [reviewed in 24]. A host of 

data support the notion that T-cell fonctions such as proliferation and cytokine production are 

perturbed in aged individuals [25]. The cause of these age-related alterations in T cell fonctions is 

not folly understood. However, atrophy of the thymus, a shift in T cell subpopulation towards 

memory cell types, cytokine shift towards Th2 and alterations in T-cell associated signal 

transduction have been suggested as possible causes [reviewed in 26]. Furthermore, there is a 

decline in CD28 but not TCR expression [27,28]. A number of studies have reported defects in the 

early events of the T-cell signaling cascade with aging in humans [25,27,29] and mice [30,31]. 

These defects observed include altered tyrosine phosphorylation of signaling proteins, calcium 

mobilization, activation of the MAPKinase and JNKinase pathways, translocation of NF-ATc to 

the nucleus, IL-2 production and less efficient immune synapse formation due to defects in 
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signalling protein recruitment to DRM [ reviewed in 31]. In this connection, the cholesterol content 

of T-cells is increased with aging in humans [32,33] and that may be related to the decrease in 

plasma membrane fluidity observed in aged human T cells [ reviewed in 34]. 

We have previously reported alterations in signal transduction in T lymphocytes with aging in 

human T-cells [35]. In the present work we extend our studies to the cholesterol content of DRM 

as well as signalling molecules recruitment in DRM. W e observed that the cholesterol content of 

DRM was significantly higher in T-cells from elderly subjects as compared to young individuals, 

whereas there was the opposite findings in the case of plasma membrane and DRM fluidity. 

Confocal microscopy analysis revealed a defect in the coalescence of DRM in T-cells of aged 

subjects exposed to mAb directed against CD3 or a combination of CD3 and CD28. In addition, 

the association of phosphorylated Lck (pLck) and phosphorylated LAT (pLAT) in DRM was 

significantly decreased in the case of T-cells from elderly subjects. Our data suggest that the 

recruitment of key signalling proteins associated with the early events of T-cell activation is 

impaired with age and this finding may be of importance in the decline of T-cell functions 

associated with aging. 

MATERIALS AND METHODS 

Antibodies and reagents 

RPMI 1640 culture medium was obtained from Gibco BRL (Gaithersburg, MD) whereas Ficoll 

400 and Dextran T-500 were from Amersham Biosciences (Montreal, QC). Nitrocellulose Hybond 

membranes and the enhanced chemiluminescence kit were purchased from Amersham 

Biosciences. Reagents for SDS-PAGE were from Bio-Rad (Richmond, CA) and Fisher Scientific 
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(Montreal, QC). The HPLC column used for cholesterol quantification was purchased from 

Agilent Technologies (Palo Alto, CA). Cholesterol standards were from Supelco (Sigma-Aldrich, 

St-Louis, MO). Alexa 594-labeled choiera toxin B subunit (CTxB) was purchased from Molecular 

Probes (Eugene, OR). Monoclonal antibodies directed against LAT (clone FL-233), 

phosphotyrosine (clone pY99) and Lck (clone 2102) were from Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, CA). An anti-CD3 mAb (UCHT-1) was purchased from Sigma-Aldrich and an anti-CD45 

mAb (clone HBO) was from Becton Dickinson (Montreal, QC). The anti-pLAT (Tyr 226) mAb 

was purchased from Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY). Secondary antibodies were 

obtained from Chemicon International (Temecula, CA). An anti-CTxB polyclonal Ab raised in the 

goat was purchased from Calbiochem (Mississauga, ON). 

Subjects 

Twenty elderly volunteers aged 65 to 78 years (mean, 73 years) participated in the study which 

included 17 women. The cohort of 20 young healthy subjects was aged 19 to 25 years (mean, 22 

years) included 14 women. The research protocol was approved by a local institutional (Research 

Center on Aging) ethics committee. All subjects gave written informed consent. The lipid profile 

was determined by routine biochemical analysis at the clinical biochemistry laboratory of the 

Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke. All the subjects were in good health, 

normolipidemic and satisfied the inclusion criteria of the SENIEUR protocol for immune 

investigations ofhuman elderly subjects [36]. 

T lymphocyte preparation 

Heparinized blood was obtained by veinpuncture and diluted 2-fold with RPMI 1640 medium 

containing 2% FBS. Lymphocytes were isolated by Ficoll-Hypaque density sedimentation [32]. 
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The resulting mononuclear cell fraction was depleted of monocytes by adhesion to plastic tissue 

culture flasks coated with autologous serum (1 h, 37°C). B-lymphocytes and residual phagocytic 

cells were removed by absorption to pre-warmed nylon wool column (1 h, 37°C). The resulting 

highly enriched T cell population was phenotyped by flow cytometry and shown to contain less 

than 3% contaminating B or NK cells. T cell preparations used in the assays consisted of greater 

than 96% CD3-positive cells with less than 1.0% surface IgM (B cells)-, CD16 (NK cells)- and 

CD14 (monocytes)-positive contaminating cells. Cell viability was greater than 95% (Trypan blue 

staining). Identical numbers of T-cells from young and aged donors were used in each comparative 

experiment. 

T-cell stimulation and isolation of DRM on sucrase gradients 

Freshly prepared T-cells were kept for 1 h in RPMI medium at 37°C. The cells (20 x 106 

lymphocytes) were then exposed to a combination of anti-CD3 (5 µg/ml) and anti-CD28 (5 µg/ml) 

mAb for various periods of time at 37°C as described [33]. Control cells (20 x106 lymphocytes) 

were left untreated. The cells were lysed (4°C, for 30 min) by treatment with 300 µl of Hepes-

buffered saline (25 mM Hepes, 100 mM NaCl, pH 6.9) containing 0.5% (v/v) Triton X-100, 2 mM 

EDTA, 10 mg/ml aprotinin, 10 mg/ml leupeptin, 10 mM phenylmethane sulfonate (PMSF) and 

200 mM orthovanadate. A 85% (w/v) solution of sucrose in Hepes-buffered saline was added to a 

final concentration of 42.5% and the solution transferred to 2 ml ultracentrifuge tubes. The lysate 

was gently overlayed with 1 ml of sucrose 35% (w/v) and 300 µl of sucrose 5% dissolved in 

Hepes-buffered saline [25]. Centrifugations were performed at 4°C for 16 h at 200,000 x g in a 

Beckman TLA-100.4 rotor (Beckman Instruments, Montreal, QC). Nine fractions of 200 µl each 

were collected from the top of the gradient. DRM fractions were selected on the basis of their 

content in GMl which was revealed as follows. CTxB (10 µg/ml) was added to 20 x 106 
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lymphocytes which were lysed as above. The lysate was sized on SDS-PAGE, transferred to 

nitrocellulose membranes and W estem blotted as described in the next section using indirect 

immunodetection with an anti-CTxB polyclonal Ab. 

Western blotting 

Twenty µg of proteins from total cell lysates and 25 µl from sucrose gradient fractions were 

diluted in Laemmli's buffer under reducing (DL-dithiothreitol) conditions. The samples were 

separated by SDS-PAGE (10% acrylamide gels) as described [33]. Proteins were transferred to 

nitrocellulose membranes which were treated (1 h, room temperature) with Tris-buffered saline 

(TBS) (20 mM Tris, 137 mM NaCl, pH 7.6) containing 0.1 % (v/v) Tween 20 and a solution of 5% 

(w/v) skimmed powdered milk. They were then incubated with the relevant antibodies, anti-

phosphotyrosine (1:1000), anti-CD45 (1:1000), anti-LAT (1:1000), anti-Lck (1:1000) or anti-

pLAT (1 :200). The membrane were placed on a rotary end-over-end mixer and incubated 

ovemight at 4 °C under constant rotary movement. The membranes were washed and the 

corresponding secondary antibody conjugated to horseradish peroxidase was added (1 :2000) for 1 

h. The membranes were then washed and proteins revealed by enhanced chemiluminescence. Low 

density fractions 1 to 3 corresponded to DRM. Densitometric analyses were performed using an 

image analyzer, Chemigenius2 Bio Imaging System (Syngene, Frederick, MD). 

Quantification of cholesterol 

Cholesterol concentrations were measured in sucrose gradient fractions of T-cell lysates using a 

modification of the procedure ofKatsanidis et al. [37]. Briefly, 100 µlof each fraction from 20 x 

106 cells were added to a mixture of chloroform/methanol (2:1) and vigorously mixed for 2 min. 

The tubes were centrifuged and the organic layer was collected and analyzed by HPLC. The 
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chromatographie system consisted of a Shimadzu pump and a PDA detector (Shimadzu Scientific 

Instruments, Guelph, ON). Fifty microliter samples were applied to a silica-packed column 

(Zorbax RX-SIL, 5 µm particle size, 4.6 x 250 mm). The mobile phase was a mixture of hexane-

isopropanol (99: 1) and the flow rate was 1.3 ml/min. Effluents were monitored at a wavelength of 

202 nm. The retention time of cholesterol was 4 min. 

Fluorescence anisotropy measurements in T-cells and DRM derived from these cells 

Cell membrane anisotropy was determined using the fluorescent probe diphenylhexatriene (DPH) 

dissolved in tetrahydofuran (4 mM) [38]. The cell suspension (5 x 105 lymphocytes/ml) was 

incubated in the presence of 2 µM DPH for 30 minutes at 37°C, washed and resuspended in 

buffered saline solution (BSS; 130 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.5 mM CaClz, 1.2 mM MgClz, 10 mM 

Hepes and 10 mM glucose, pH 7.2). In the case of measurement of anisotropy of DRM, 1 OO µl of 

the pooled fractions (1to3) from 20 x106 T-cells were diluted in 1 ml BSS and the lipid probe was 

added as described in the case ofwhole T-cells. The DRM samples were centrifuged (1 h, 100,000 

x g), the supematants discarded and the cell fractions resuspended in BSS as described [39]. 

Fluorescence was recorded on a HITACHI spectrofluorimeter F-4500 coupled to a Vextra 

polarizer (Oriental Motor Co. Ltd, Japan). The lipid probe was excited by vertically-polarized light 

at 360 nm, and the emitted light was recorded at 430 nm through a polarizer orientated parallel and 

perpendicular to the direction of polarization of the excitation beam. Steady-state fluorescence 

anisotropy (r) was calculated as follows, 

r = (Iv - Gip) / (Iv + 2Gip) 

where Iv and Ip are respectively the parallel and perpendicular polarized fluorescence intensities 

whereas G is the monochromator grating correction factor. Fluidity (j) was derived from the 

inverse value of anisotropy if= llr). 
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Laser scanning confocal microscopy (LSCM) 

Circular glass coverslips (22-mm) were coated with poly-L-lysine (0.1 mg/ml) for 15 min at 37°C. 

The coverslips were then coated with an anti-CD3 mAb (5 µg/ml) or a combination of anti-CD3 (5 

µg/ml) andanti-CD28 (5 µg/ml) for 1 h at 37°C and washed. T cells (1 x 106 lymphocytes) in PBS 

(1 ml) were treated with Alexa 594-conjugated CTxB (10 µg) for 15 min at 4°C, washed and 

resuspended in the same medium. The cells were allowed to adhere to the coverslips (10 min) and 

fluorescence was recorded along the z-axis after 5 min of contact. The LSCM system was from 

Thermo Noran (Middleton, WI) and has been already described in details [40]. Optical sections 

(0.2 µm-thick) corresponding to the region of contact of the cell with the coverslip were recorded. 

The CTxB-labeled cells were excited at 568 nrn through a 10 µm pinhole aperture and the emitted 

fluorescence was measured through a long-pass filter (>590 nrn). Image processing and surface 

quantification of pixel intensities were done usmg the NIH Image freeware 

(http://rsb.info.nih.gov/nih-image/). Representations of fluorescence intensities according to a 

palette of pseudocolors were generated by means of the NIH Image freeware which was also used 

to quantify surface pixel intensities. 

Statistical analysis 

Results were analyzed using Student's t-test for paired data and significance was set for p < 0.05 or 

as indicated. 

RESULTS 

Cholesterol concentration in T-cells and DRM derived from T-cells of eider/y and young subjects 

Cellular cholesterol homeostasis is the result of a fine balance between cholesterol capture, 

biosynthetic conversion, synthesis and efflux [41]. Besides its involvement in a host of 
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biosynthetic transformations, cholesterol is an essential component of lipid membranes that serves 

to stabilize lipid raft micro-domains [14,42]. We have previously reported that the content of T-

cell cholesterol increases with aging [33]. Here, we asked the question whether this was also the 

case in DRM from aged individuals. Results confirmed that the concentration of total cholesterol 

was increased 1.8-fold in T-cells from elderly subjects as compared to young donors (Table 1). 

TABLE 1 

Of significance, the differences were also observed in the concentrations of cholesterol of sucrose 

gradient fractions from T-cell lysates. For instance, data revealed that the cholesterol concentration 

was more than 2-fold in DRM (2.4 ± 0.4-fold average in fractions 1 to 3) from elderly individuals 

as compared to young subjects (Table 1 ). The pattern of increased cholesterol concentration was 

also observed in heavy sucrose density fractions (1.7 ± 0.3-fold average in fractions 4 to 9). 

Assessment of membrane fluidity in T-cells and in DRM derived from these cells 

We used the technique of determination of anisotropy to assess the fluidity of T cells and T-cell-

derived DRM obtained from young and elderly donors. Our observations confirmed previous 

results [27,34] that membrane fluidity of T-cells decreased with aging (Fig. lA). There was a 

statistical difference (p < 0.002) between the two groups of donors. For instance, membrane 

fluidityhad a value of6.26 ± 0.24 in the case ofyoung donors but was 5.32 ± 0.16 in T-cells from 

elderly subjects. The alteration in membrane fluidity was also affected in DRM from T-cells of 

elderly individuals as compared to young subjects (Fig. lB), In this case, the values of fluidity 
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were 4.29 ± 0.25 (young subjects) and 3.86 ± 0.18 (elderly subjects), with a significant differences 

(p < 0.05) between the two groups. 

FIGURE 1 

LSCM analysis of the coalescence of T-cell DRM from elderly and young individuals 

W e next investigated whether the increased cholesterol content and decreased fluidity with aging 

would affect DRM coalescence to a region of contact with insolubilized Ab directed against T-cell 

signaling molecules. The GMl ganglioside is a useful marker of DRM and a ligand of CTxB. 

Fluorescent derivatives of CTxB can therefore be used to study the spatio-temporal dynamics of 

distribution of DRM in live cells by confocal microscopy [ 40]. We set up a series of experiments 

to simulate the encounter of a T-cell with APC by coating glass coverslips with an anti-CD3 mAb 

or with a mixture of anti-CD3 and anti-CD28 mAb. Enriched T-cell populations obtained from 

young and elderly donors were labeled with Alexa 594-conjugated CTxB, placed in contact with 

the coverslips and fluorescence was recorded over a 0.2 µm-thick optical slice as a fonction of 

time, at 37°C. Data are shown at a time of 5 min of contact. 

FIGURE2 

Control experiments (surfaces coated with poly-L-lysine) revealed an absence of coalescence of 

fluorescence at region of contact of the cell with the coverslip in T-cells from young (Fig. 2A) or 

elderly donors (Fig. 2D). In marked contrast, there was a coalescence of fluorescence at the region 

of contact when the coverslips had been coated with the anti-CD3 mAb. The levels of pixel 

90 



intensities were 1.7-fold higher in T-cells from young (Fig. 2B) as compared to elderly donors 

(Fig. 2E and Fig. 2G). Coating the coverslips with a mixture of anti-CD3 and anti-CD28 

significantly increased the levels of fluorescence measured at the region of contact of the cell with 

the substratum in the case of T-cells from young (Fig. 2C) and elderly (Fig. 2F) donors as 

compared to anti-CD3 coating (Fig. 2G). Although the relative fluorescence increased upon 

stimulation in T cells of elderly subjects it was significantly less than in cells of young subjects 

treated under similar conditions of stimulation (anti-CD3 or anti-CD3 and ani-CD28). In fact, the 

coalescence of fluorescence to the region of contact was 1.6- and 1.3-fold higher in T-cells from 

young as opposed to elderly donors in the case of anti-CD3 and the combination of anti-CD3 and 

anti-CD28, respectively (Fig. 2G). 

Recruitment of Lck and pLck to DRM from T-cells of eider/y and young subjects 

We and others have reported that T-cell stimulation failed to significantly increase the levels of 

tyrosine phosphorylation of Lck and its activity in elderly humans [29,43], suggesting that an 

altered regulation of the TCR/CD3-associated Lck may contribute to the age-related defects of 

responsiveness of human T cells. To determine whether these defects could be related to an 

impaired recruitment of Lck in DRM, we analyzed the distribution of Lck and its tyrosine-

phosphorylated form in DRM of T-cell lysates from young and elderly subjects. Western blotting 

experiments showed that the amount of Lck in pooled-DRM (fractions 1 to 3) of resting T cells 

decreased in elderly subjects as compared to young subjects (Fig. 3A). 

FIGURE 3 
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A brief exposure (1 min) of T-cells to a mixture of anti-CD3 and anti-CD28 mAb resulted in 

increased association of Lck to DRM in the case of T-cells from young subjects as compared to 

elderly donors (Fig. 3A). Further exposure of the cells (5 min) to the mixture of mAb was 

associated with a decline in the association of Lck with DRM fractions in both groups of donors 

(data not shown). Densitometric analysis of Western blot experiments showed that the arnount of 

Lck associated with DRM in resting T-cells significantly (p < 0.05) declined with aging (Fig. 3B), 

an observation that was also valid in the case of stimulated T-cells (Fig. 3B). Whereas Lck 

recruitment increased upon stimulation in the case of T-cells from young donors, it remained 

nearly unchanged in T-cells from elderly donors (Fig. 3B). We next investigated whether pLck 

would be differentially recruited to DRM in the two groups of subjects. T-cells were activated by 

exposure (1 min) to a combination of anti-CD3 and anti-CD28 mAb and DRM fractions 1 to 3 

were pooled, Lck was immunoprecipitated and blots revealed with an anti-phosphotyrosine mAb. 

The amount of Lck was unchanged with aging (data not shown). Results showed that pLck was 

associated with DRM of elderly donors to a higher extent than in the case of young donors in 

resting T-cells (Fig. 3C). However, the opposite observation was made when T-cells had been 

activated (Fig. 3C). Densitometric analysis of Western blot experiments showed that the activation 

of T-cells from elderly donors did not result in increased association of pLck with DRM but it 

increased 3.3-fold in the case of activated T-cells from young individuals (Fig. 3D). 

Distribution of LAT and pLAT to DRM from T-cells of eider/y and young subjects 

The transmembrane adapter LAT is an essential downstream effector of T-cell activation that 

serves as an anchor for the formation of a multiprotein complex that localizes to DRM [9]. We 
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sought to determine whether there were differences in the recruitment of LAT in DRM of T-cells 

from young and elderly donors. 

FIGURE4 

Western blot analysis showed that LAT was present in DRM (fractions 1-3) at the same level in 

resting T-cells (Fig. 4A and Fig. 4B) of young and elderly individuals. Exposing T-cells (5 min) to 

a combination of an anti-CD3 and anti-CD28 mAb led to a higher distribution (p < 0.05) of LAT 

in DRM in T-cell lysate from young donors as compared to elderly subjects (Fig. 4A and Fig. 4B). 

These results were consistent with previous works that showed an increase in association of LAT 

to DRM upon stimulation with anti-CD3 and anti-CD28 mAb [20]. The levels of pLAT in DRM 

fractions of non-stimulated T-cells were low in both groups of subjects (Fig. 4C and Fig. 4D). 

However, the activation of T-cells by exposure (5 min) to a combination of anti-CD3 and anti-

CD28 mAb led to a significant increase ofpLAT in the DRM fractions of T-cells from the young 

but not elderly subjects (Fig. 4C and Fig. 4D). 

Absence of recruitment of CD45 to DRM from T-cells of elderly and young subjects 

It has been generally observed that CD45 is excluded from DRM in activated human T-cells [6]. 

All nine sucrose density fractions from T-cell lysates of young and elderly donors were analyzed 

by Western blotting. 

FIGURES 
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W e found that CD45 was exclusively associated with the heavy density sucrose fractions in resting 

T-cells from young (Fig. 5A) and elderly (Fig. 5B) subjects. Exposure (5 min) of T-cells to a 

combination of anti-CD3 and anti-CD28 mAb did not modify the distribution of CD45 in the T 

lymphocytes obtained from the young (Fig. 5C) or the elderly (Fig. 5D) subjects. 

DISCUSSION 

The decline in cell-mediated immune fonctions [24-26] makes aged people more susceptible to 

infections, cancer, autoimmune diseases and it may contribute to atherosclerosis and Alzheimer's 

disease [ 44-46]. However, no consensus exists to explain the age-associated alterations in cell-

mediated immunity. Whereas a number of possibilities can be put forward to account for these 

observations, defects in the transduction of mitogenic signais following TCR stimulation remain 

attractive candidates. Specificity and fidelity of signal transduction are crucial for T-cells to 

respond efficiently to changes in their environment. We have previously reported that membranes 

of T-cells from elderly subjects contained twice the amounts of cholesterol in comparison with T-

cell membranes of young subjects [32]. Here, we found that the higher levels of T-cell total 

cholesterol were reflected in DRM fractions of T-cell lysates from elderly donors which was more 

than 2-fold as compared to young donors (Table 1). It is of note that even ifthe cholesterol content 

in non-DRM fractions was also increased, the augmentations in the DRM fractions were 

significantly higher (Fig. 1 ). The explanation of the increased levels of cholesterol in T cell 

membranes from the cohort of elderly normolipidemic individuals is not known. In addition, the 

effect of increased cholesterol content on T-cell signalling and fonctions is not yet established, in 

contrast to the role of cholesterol in DRM [47]. Our observations suggest that the cellular 

regulation of cholesterol metabolism is altered with aging which could be caused by an abnormal 
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regulation of cellular cholesterol storage or export, or both. The enzyme acyl-cholesterol acyl-

transferase (ACAT) esterifies free cholesterol to rid the cells of excess cholesterol [ 48]. An 

alteration in ACAT activity could be responsible for the high levels of cholesterol found in T-cells 

from elderly donors [ 49]. Moreover, the efficiency of HDL-dependent cholesterol transport could 

be altered in elderly subjects since these lipoproteins are more susceptible to oxidation with aging 

[50]. In addition, the proportion of memory (CD45RO+), CD8+CD28- and CD57+CD28- T-cells 

increases with aging [28,51,52]. The expanded life time of memory T-cells and the increased 

proportion of senescent T-cells (CD28-) may render these T lymphocyte populations more 

susceptible to alteration in lipid metabolism, explaining the increase in cholesterol content. Further 

experiments are needed to test this hypothesis. 

Aging has been reported to be associated with a decrease in the fluidity of the T-cell plasma 

membrane [34]. We measured the fluidity of T-cells from young and elderly donors and DRM 

derived from these cells. The differences in the protocols of labelling did allow a direct 

comparison between T-cells and T-cell fractions. Data showed that the decreased in fluidity of T-

cells observed with aging [34] was also found in DRM which are key elements of T lymphocytes 

activation [14,42]. These alterations in the physico-chemical properties ofT-cell plasma membrane 

could affect the formation of DRM and their lateral mobility as a result of the high levels of 

plasma membrane cholesterol [42,53]. We used LSCM to obtain evidence of decreased mobility of 

DRM in T-cells from aged individuals. T-ce11s from both groups of donors were cha11enged with 

insolubilized mAb directed against the TcR and CD28 or control and the location of DRM was 

visualized with an Alexa 594-labeled CTxB, a marker of the GMl ganglioside [ 40]. Viola et al. 

[23] have shown that labeled-CTxB did not induce lipid rafts coalescence in resting T-cells. W e 

confirmed these results in resting T-cells (Fig. 2A and Fig. 2D). The levels of pixel intensities were 
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higher in the case of T-cells from young as opposed to elderly individuals, whether an anti-CD3 or 

a combination of anti-CD3 and anti-CD28 were used to activate the cells (Fig. 2G). The 

combination of anti-CD3 and anti-CD28 mAb was more than twice as effective as the anti-CD3 

mAb in triggering the coalescence of fluorescence (Fig. 2G), in agreement with the findings of 

Viola et al. [23] who showed that ligation of both the TCR complex and CD28 was needed to 

induce maximal coalescence of lipid rafts in human T-cells. The decrease in DRM movement in 

the membrane bilayer observed here may contribute to the defects in T cell proliferation seen with 

aging [33] since plasma membrane and especially DRM integrity is needed for T-cell activation 

through the immunological synapse [54]. 

Recent data suggest that the differential localization of signalling proteins to DRM plays a key role 

in T-cell activation [ 18,21]. Miller and his group have reported an alteration in several components 

of the signalling complex in memory and naïve T-cells from aged mice [30]. They observed a 

reduced activation of several DRM-associated pro teins (LAT, PKC, and Vav) and a decline in the 

proportion of cells that induce a redistribution of LAT and Vav to the T cell-APC synapse upon 

ligation of the TCR. Studies performed here revealed that exposure of T-cells to a combination of 

anti-CD3 and anti-CD28 mAb triggered an increase of Lck redistribution to DRM fractions which 

was higher in the case ofyoung as compared to elderly donors (Fig. 3). These differences were not 

related to the levels of expression of Lck since we have reported that its expression did not change 

with aging [29]. There is a decline in the levels of tyrosine-phosphorylated proteins following the 

activation of T-cells from aged humans [27] and mice [55] and these differences could be 

explained by a differential distribution in DRM. This possibility was investigated and data shown 

here clearly indicated that the activation of T-cells resulted in increased levels of association of 

Lck and pLck in DRM of young but this level was lower in the case of elderly subjects (Fig. 3). 
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The low levels of activation of Lck in T-cells have been already observed at the whole cell level by 

our group and others [29,43]. Here we show for the first time that this decline also occurs in 

specific membrane microdomains. The decline in Lck association to lipid rafts may also be 

explained by an altered interaction with LAT since it has been shown that LAT regulates Lck in T 

cells [56]. 

LAT is an essential component of the assembly of the machinery of signal transduction in T 

lymphocytes [9,57]. We found that LAT was distributed approximately to the same extent in DRM 

derived from T-cell lysate of young and elderly subjects (Fig. 4). However, the activation of the T 

lymphocytes resulted in lower association of LAT with DRM in T-cells from elderly donors as 

compared with young donors. There were no changes in the total expression of the protein. Data 

were even more striking when the distribution of pLAT in DRM was analyzed. Results showed 

more than a 10-fold increase in DRM-associated pLAT in the case of activated T-cells from young 

subjects (Fig. 4). In contrast, this increase in DRM associated pLAT was significantly less in T 

cells from elderly subjects. These findings are in agreement with those observed in the case of T-

cells from aged mice [30,58] and may be part of the defects in downstream pathways of T-cell 

activation and the chronic inflammatory process associated with aging [24, 44-46,59]. 

CD45 relieves the self-inhibition of Lck by dephosphorylating a single tyrosine residue located in 

the C-terminal of the kinase [60]. The regulation of Lck activity may be provided by transient 

localization of CD45 in DRM or by sequestering these interacting proteins into distinct 

compartments [61]. However, most reports have concluded that CD45 is excluded from DRM in 

various experimental models [6]. Here, we found that CD45 was exclusively located in the heavy 

density sucrose fractions in resting and activated T-cells from young and elderly individuals, 

independently of the state of activation of the T-cells (Fig. 5). This lack of differences between the 
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two groups of donors suggest that CD45 may not play a major role in the defects in T-cell 

signalling that is observed with aging. 

Defects in the transduction of mitogenic signals following TCR stimulation are attractive 

candidates to explain the decrease in IL-2 production that has been observed with aging. DRM are 

involved in several processes leading to T cell activation and IL-2 production via communication 

with the immunological synapse [62]. The bulk of our data reveal alterations in the properties of 

DRM with aging which include an increase in cholesterol content, impaired DRM coalescence and 

selective differences in the recruitment and activation of key proteins involved in T-cell signalling. 

This could affect the formation of the immune synapse which seems to be linked to lipid rafts 

coalescence [ 63]. These alterations could explain, in part, the downstream defects in T-cell 

signalling in aged humans. Further studies on the regulation of cholesterol metabolism in aged T-

cells may help to understand these alterations and to better define the role of DRM in aging and 

age-related diseases [reviewed in 63]. Hence, studies in T-cell subsets taking into account the 

specific senescence markers (CD57, CD28, etc.) will help to determine whether their 

responsiveness is selectively affected in aged humans. Current investigations are addressing these 

questions in our laboratories. 
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LEGENDS TO FIGURES 

Figure 1. Membrane fluidity of T-cells and DRM derived from T-cells of young and elderly 

donors. (A) T cells (5 x105 lymphocytes) were labelled with the fluorescent probe DPH. 

Fluorescence was measured by excitation at 360 nm and emission at 430 nm through a polarizer. 

The star (*) indicates significant differences (p < 0.05, n = 5) between the fluidity (j) of T-cells 

from young (filled columns) and elderly (empty columns). (B) Similar analysis performed using 

DRM isolated from 20 x106 T-cells. The star(*) indicates significant differences (p < 0.05, n= 4) 

between DRM from T-cells ofyoung (filled columns) and elderly (empty columns) donors. 

Figure 2. LSCM analysis of the distribution of GMl-associated fluorescence in T-cells from 

young and elderly subjects. T lymphocytes were labelled with an Alexa 594-CTxB conjugate and 

exposed to coverslips coated with poly-L-lysine (poly K) or additionally, with an anti-CD3 mAb or 

a mixture of anti-CD3 and anti-CD28 mAb. The cells were maintained at 37°C, in PBS. The black 

rectangles shown under each figure correspond to a scale of 2 µm. The palette of pseudocolor 

intensities is indicated on the figure, on a scale of 0 to 32 arbitrary units. Pixel intensities were 

recorded in 0.2 µm-thick sections along the z-axis corresponding to contact of the cell with the 

coverslip. Representations in pseudocolors of pixel intensities recorded in the case of a T-cell from 

a young (A) and an elderly (D) individual in contact with a poly K-coated coverslip. The next 

series of images are representations in pseudocolors of pixel intensities recorded in the case of a T-

cell from a young (B) and an elderly (E) individual in contact for 5 min with a poly K- and anti-

CD3-coated coverslip. The intensities of pixel intensities in pseudocolors in the case of a T-cell 

from a young ( C) and an elderly (F) individual in contact with a coverslip that had been coated 

with a mixture of poly K, anti-CD3 and anti-CD28 mAb. The graph shown in (G) corresponds to 
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pixel intensities integrated over the surface for young (filled columns) and elderly donors (empty 

columns). Data are shown as mean ± SD (indicated by the error bars). The asterisks (*) indicate 

significant differences between the two groups (p < 0.05). Data are representative of 5 donors. 

Figure 3. Distribution of Lck and pLck in DRM of T-cells of young and elderly subjects. A T-cell 

(20 x106 lymphocytes) lysate was separated on a sucrose density gradient. Fractions corresponding 

to DRM (fractions 1 to 3) were collected from the top of the gradient, pooled and analyzed by 

Western blotting. (A) Results showing the distribution of Lck in pooled-DRM fractions of resting 

(unstimulated) and stimulated (a:CD3/a:CD28, 5 min treatment) T-cells obtained from young and 

elderly donors. (B) Corresponding densitometric results of Western blots ofLck in DRM of resting 

and activated T-cells from young (Y, filled columns) and elderly (E, empty columns) donors. Data 

are expressed as the mean ± SD (n = 4). (C) Distribution of pLck in pooled-DRM fractions in the 

case of resting (unstimulated) and stiumlated (a:CD3/a:CD28, 5 min treatment) T-cells from young 

and elderly donors. (D) Corresponding densitometric results of Western blots of pLck in DRM of 

resting (unstimulated) and activated (a:CD3/a:CD28) T-cells from (Y, filled columns) and elderly 

(E, empty columns) donors. Data are shown as the the mean ± SD (n = 6). Statistical significance 

between the two groups is indicated, * (p < 0.01), ** (p < 0.001). The alpha (a) prefix means anti. 

Figure 4. Distribution of LAT and pLAT in T-cells of young and elderly subjects. T-cell lysates 

(20 x106 T-lymphocytes) were separated on a sucrose density gradient. Fractions corresponding to 

DRM (fractions 1 to 3) were collected from the top of the gradient and analyzed by Western 

blotting. (A) Distribution of LAT in DRM fractions of resting (unstimulated) and stimulated 

( a:CD3/a:CD28) T-cells. (B) Corresponding densitometric analysis of the Western blots of LAT in 

DRM from resting and activated T-cells from young (Y, filled columns) and elderly donors (E, 
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empty columns). (C) Distribution of pLAT in DRM fractions in the case of resting (unstimulated) 

and activated (etCD3/aCD28) T-cells for both groups of donors. (D) Corresponding densitometric 

analysis of the Western blots of pLAT in DRM from resting and activated T-cells from young (Y, 

filled columns) and elderly donors (E, empty columns). The graphs are representative of 4 

independent experiments shown as the mean ± SD. Statistical significance is indicated by a star(*, 

p < 0.01). 

Figure 5. Distribution of CD45 in DRM of T-cells of young and elderly subjects. The cells were 

left untreated (A and B) or exposed (5 min) to a mixture of anti-CD3 (aCD3) and anti-CD28 

(aCD28) mAb (C and D), lysed and the lysates were separated on a sucrose density gradient. 

Fractions 1 to 9 were recovered and CD45 (A to D) was revealed by Western blotting using the 

appropriate mAb. The blots shown are representative of 5 independent experiments 

108 



TABLE 1. Cholesterol concentration in T-cells and in DRM and non-DRM fractions derived 

from T-cells ofyoung and elderly subjects 

Cholesterol concentration (nM) * 

Fraction# Elderly Young Ratio (Elderly/Y oung) 

1 58 ± 6 28 ± 3 2.1 

2 80±4 29±1 2.8 

3 69±6 30± 5 2.3 

4 62±6 36 ±4 1.7 

5 68 ±2 32 ± 6 2.1 

6 68 ± 3 37 ±6 1.9 

7 62±1 40± 3 1.6 

8 69±1 53 ±6 1.3 

9 68 ± 8 46±6 1.5 

Total T-cell lysate 764± 64 432 ± 39 1.8 

The cholesterol concentrations of unfractionated T-cell (20 x 106 lymphocytes) lysates and 
corresponding lysates fractionated on sucrose gradients were determined by HPLC. Data indicate 
the average ± SD of triplicates and are representative of three independent experiments. 

*The concentrations of cholesterol between young and elderly individuals significantly differed 
(p < 0.05) for whole T cell lysates and for DRM and non-DRM fractions. 
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of Methyl-j3-cyclodextrin on T lymphocytes lipid rafts with aging. Experimental Gerontology. 

4:551-558. 

Préambule 

Ce manuscript décrit la modulation du contenu en cholesterol des radeaux lipidiques en 

utilisant la MBCD. Cette modulation a pour but de restaurer les altérations démontrées dans le 

manuscrit précédent. Nous arrivons à rétablir la quantité de cholestérol membranaire identique à 

celle du jeune. Cependant, cette extraction du cholestérol déstabilise complètement le signalosome 

et il n'est pas possible de moduler l'activation lymphocytaire à la hausse en utilisant la MBCD, 

même à faible dose. La MBCD à d'autres effets, pas tous encore connu. Cette tentative de 

modulation à néanmoins fait réaliser que d'autre méthode, plus physiologique doivent être utilisé 

pour moduler le contenu en cholestérol des radeaux lipidiques. J'ai réalisé toutes les expériences 

décrites dans ce manuscrit. 
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Abstract 

Aging is associated with a decline in immune fonctions. Among them, T cell activation is altered 

at several points of the signalling cascade following TCR engagement. Recent findings suggest 

that lipid rafts act as a platform in the initiation of T-cell activation. We have previously 

demonstrated that cholesterol content in T cells increased with aging, especially in lipid rafts. 

Cholesterol which is a major component of lipid rafts serves to stabilize their structure. We 

hypothesized that restoring T cell cholesterol content and membrane fluidity would restore, at least 

in part, T cell fonction via lipid rafts. We measured the lipid rafts coalescence, the p56Lck and LAT 

signalling molecules recruitment and activation, the cholesterol content and fluidity in T cell 

membrane after different MBCD treatments. Our results show that high concentration of MBCD 

(10 mM) completely disorganized the lipid rafts in T cell membranes of young and elderly donors, 

however T cells from elderly donors were less sensitive than T cells of young donors to low 

concentration of MBCD (0.5 mM). p56Jck and LAT recruitment and activation were affected in T 

cells ofboth aged groups. MBCD treatment did not affect the cholesterol content and fluidity of T 

cell membranes of young donors, while the cholesterol content was decreased and fluidity 

increased in lipid rafts of elderly donors. These results suggested that cholesterol extraction by 

MBCD increased the fluidity and disrupted lipid rafts organization. The increase in cholesterol 

content in lipid rafts with aging and its decrease by biochemical extraction were able to affect early 

signalling molecules activation. Restoring cholesterol content and fluidity may have beneficial 

effects, however MBCD disorganized the membrane and this might not completely restore the T 

cell activation via lipid rafts with aging. Altogether these results suggest that defects in cholesterol 

cellular homeostasis may be part of T cell immunosenescence via lipid rafts dysfonction. 
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Introduction 

T lymphocytes are key regulators of immune responses and become activated as a result of 

recognition of antigenic determinants by the TCR (Lanzavecchia and Sallusto, 2000). The early 

events of T cell activation take place in plasma membrane microdomains that are termed lipid rafts 

or detergent resistant membranes (Simons and Ikonen, 1997). These domains are composed 

primarily of high-melting sphingolipids packed with cholesterol that generate a liquid-ordered 

phase arrangement (Wang et al., 2000). Current evidence suggests that lipid rafts provide a 

platform for the recruitment of proteins involved in the formation of the initial steps of T-cell 

signaling (Janes et al., 1999). For instance, proteins involved in T-cell activation such as src PTK, 

LAT, PKC8, Gads, and others are recruited to lipid rafts following TCR ligation (Drevot et al., 

2002; Harder et al., 2000; Wells et al., 1997). 

lt is well accepted that with aging we assist to a decrease in the immune response which mainly 

affects T lymphocyte functions (Pawelec et al., 2001 ). One explanation for this decreased immune 

response with human aging could be some defects in the early events of the T-cell signalling 

cascade (Fulop et al., 1999; Pawelec et al., 2001). These defects include tyrosine phosphorylation 

of signalling proteins, calcium mobilization, activation of the MAPK and JNK pathways, 

translocation of NF-ATc to the nucleus, IL-2 production and T-cell proliferation. Current data 

support the notion that lipid rafts are essential for T cell activation (Bini et al., 2003) and IL-2 

production (Marmor and Julius, 2001) and that ligation of CD28 is required to enhance the 

coalescence of lipid rafts (Viola et al., 1999). Furthermore, cholesterol is a critical factor involved 

in lipid rafts formation and function (Silvius, 2003). Recently, we have shown that the cholesterol 

content of T-cells is increased with aging and that may be linked to a decrease in plasma 
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membrane fluidity observed in human T cells (Douziech et al., 2002) which confirms those 

obtained earlier by others (Stulnig et al., 1995; Rivney et al., 1980). This high level of cholesterol 

might explain, in part, the defects in T cell activation via a decrease in lipid rafts fonction and 

recruitment. It has been also shown that cholesterol extraction with high concentration of MBCD 

( 10 mM) induced a reduced association of LAT and Lck in lipid rafts of Jurkat T cells (Kabouridis 

et al., 2000), but also an increased activation of several signalling molecules including Ras-ERK 

MAPKinase, PKC-8 and LAT. Moreover, previous works in our laboratory showed that low 

concentration of MBCD (0.5 mM) decreased the proliferation of T cell from young donors, 

whereas it was slightly improved in T cells from elderly donors (Douziech et al., 2002). Recently, 

we have also shown that the lipid rafts composition and coalescence is altered with aging in T cells 

(Larbi et al., 2003). 

As cholesterol excess seems to be an important problem for lipid rafts fonction with aging, the aim 

of our present work was to investigate whether lowering the cholesterol content in T cells from 

elderly donors with low concentration of MBCD would improve T cell signalling by increasing 

signalling molecule association and activation in lipid rafts. Our results show that, the cholesterol 

content of T-cell lipid rafts from elderly subjects was lowered to the same level that found in 

young donors. Consequently, we also measured the membrane fluidity which correlated the 

cholesterol extraction with an increase in membrane fluidity. The confocal microscopy revealed a 

disruption of lipid rafts organization all over the membrane with MBCD treatment (10 mM) in 

both age-groups. In contrast, MBCD at low concentration (0.5 mM) induced some degree of 

coalescence in membrane of T cells from elderly donors, while in T cells of young donors they are 

already disrupted. Finally, MBCD strongly and differentially affected p5éck recruitment, while it 

caused a complete dissociation of LAT from lipid rafts in both age-groups. Thus, by the use of low 

120 



concentration of MBCD although we can restore the cholesterol content and membrane fluidity in 

T cells with aging which may ultimately have beneficial effects at the cellular level by increasing 

some fonctions (Fulop et al., 2001), this could not be translated to an increased activation of 

several signalling pathways. 

Materials and methods 

Reagents and antibodies 

RPMI 1640 culture medium was obtained from Gibco BRL (Gaithersburg, MD) whereas Ficoll 

400 and Dextran T-500 were from Amersham Biosciences (Montreal, QC). Nitrocellulose Hybond 

membranes and the enhanced chemiluminescence kit were purchased from Amersham 

Biosciences. Reagents for SDS-PAGE were from Bio-Rad (Richmond, CA) and Fisher Scientific 

(Montreal, QC). The HPLC column used for cholesterol quantification was purchased from 

Agilent Technologies (Palo Alto, CA). Alexa 594-labeled CTxB was purchased from Molecular 

Probes (Eugene, OR). Monoclonal antibodies were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, 

CA). The anti-pLAT (Tyr 226) mAb was purchased from Upstate Biotechnology (Lake Placid, 

NY). Secondary antibodies were obtained from Chemicon International (Temecula, CA). MBCD 

and 1,6-diphenyl-1,3,5-hexatriene (DPH) were purchased from Sigma. 

Subjects and T lymphocytes preparation 

Twenty elderly volunteers aged 65 to 78 years (mean age, 73 years) participated in the study. All 

the subjects were in good health and satisfied the inclusion criteria of the SENIEUR protocol for 

immune investigations of human elderly subjects. The cohort of 20 young healthy subjects was 

aged 19 to 25 years (mean age, 22 years). Heparinized blood was obtained by venipuncture and 

diluted 2-fold with RPMI 1640 medium containing 2% FBS. Lymphocytes were isolated by 
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Ficoll-Hypaque density sedimentation (Fulop et al., 1999). T cell preparations used in the assays 

consisted of greater than 96% CD3-positive cells. Cell viability was greater than 95%. 

T cell stimulation and isolation of lipid raft fractions on sucrase gradients 

T lymphocytes (20 x 106
) were kept at 37°C or pretreated with different concentrations of MBCD 

(from 0.1 mM to 10 mM) for 1 hour at 37°C, as already described (Douziech et al., 2002). After 

three washings in PBS, cells were exposed to a combination of anti-CD3 (5 µg/ml) and anti-CD28 

(5 µg/ml) mAb for various periods oftime or left unstimulated. The cells were lysed with 300 µlof 

Hepes-buffered saline (25 mM Hepes, 100 mM NaCl, pH 6.9) containing 0.5% (v/v) Triton X-100, 

2 mM EDT A, 10 mg/ml aprotinin, 10 mg/ml leupeptin, 10 mM PMSF and 200 mM orthovanadate. 

A final concentration of 42.5% sucrose was applied and the mixture was transferred to 

ultracentrifuge tubes. The lysate was overlayed with 1 ml of sucrose 35% (w/v) and 300 µl of 

sucrose 5%. Centrifugations were performed at 4°C for 16 h at 200,000 x g. Fractions of 200 µl 

were collected from the top of the gradient. Fractions 1 to 3 were GMl-positive (not shown) and 

corresponded to lipid rafts. 

Western blotting 

Equal volume (25 µl) of separated lipid rafts from sucrose gradients as well as control loading 

from total lysates were separated by SDS-PAGE (10% acrylamide gels) as already described 

(Fulop et al, 1999). Proteins were transferred to nitrocellulose membranes. Membranes were 

blocked with a buffer containing 5% (w/v) dry skimmed milk, Tris-Buffered Saline (150 mM 

NaCl, 10 mM Tris, pH 7.6) and 0.1% (v/v) Tween 20 for 1 hour at room temperature. Membranes 

were then incubated with primary antibody to either Lck (1:200), LAT (1:1000) ovemight at 4°C. 

The membranes were washed with TBS-tween before incubation with HRP-linked secondary 
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antibody (1:1000) for 1 hour at room temperature. Membranes were washed and anti-sera were 

detected using chemiluminescence detection reagents. 

Measurement of cell membrane fluidity 

Cell membrane fluidity was measured usmg the fluorescent probe DPH dissolved in 

tetrahydrofuran (Beck et al., 1998). Cell suspension (5 x 105 per mL) was incubated in the 

presence of 2µM DPH for 30 minutes at 37°C, then washed and resuspended in buffered saline 

solution (BSS: 130 mM NaCl, 5 mM KCl, 1.5 mM CaClz, 1.2 mM MgClz, 10 mM Hepes and 10 

mM glucose, pH 7.2). In the case of measurement of fluidity in lipid rafts, 100 µl of the pooled 

fractions were diluted in 1 ml BSS and the lipid probe was incorporated as described for whole T 

cells. The fluorescence spectrophotometer is a HITACHI (F-4500) with an adapted polarizer). 

DPH was excited by vertically polarized light at 360 nm, and its emission intensities were detected 

at 430 nm through a polarizer orientated parallel and perpendicular to the direction of polarization 

of the excitation beam. Fluidity represents the inverse value of anisotropy and is expressed as 

1/r.Steady-state fluorescence anisotropy, r, was calculated as (lv - Gip) / (Iv + 2Gip) where Iv and 

Ip are the parallel and perpendicular polarized fluorescence intensities and G is the monochromator 

grating correction factor. 

Quantification of cholesterol 

Cholesterol concentrations were measured using a modified procedure as described by Katsanidis 

et al., 1999. Briefly, lipid rafts fractions were pooled and added to a mixture of 

chloroform/methanol (2:1) and vigorously mixed for 2 min. The tubes were centrifuged and the 

organic layer was collected and analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC). 

The chromatographie system consisted of a Shimadzu pump and a PDA detector (Shimadzu 
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Scientific Instruments, Guelph, ON). Fifty microliter samples were applied to a silica-packed 

column (Zorbax RX-SIL, 5 µm particle size, 4.6 x 250 mm). Effluents were monitored at a 

wavelength of 202 nm. 

Confocal microscopy analysis 

T cells (1 x 106 lymphocytes) in PBS were treated with Alexa 594-conjugated CTxB (10 µg/ml) 

for 30 min at 4°C. The cells were washed and resuspended in the same medium. Circular glass 

coverslips (22-mm) were coated with poly-L-lysine (0.1 mg/ml) for 15 min at 37°C. The cells were 

allowed to adhere to the coverslips and fluorescence was recorded. The laser scanning confocal 

microscopy system was from Thermo Noran (Middleton, WI) and has been described in details 

(Holleran et al., 2003). Optical sections (0.2 µm-thick) were recorded. The CTxB-labeled cells 

were excited at 568 nm through a 10 µm pinhole aperture and the emitted fluorescence was 

measured through a long-pass filter (>590 nm) (Holleran et al. 2003; Larbi et al., 2003). 

Results 

Cho/esterai concentration in T-cell lipid rafts 

Cholesterol is an essential component of lipid membranes that serves to stabilize lipid rafts 

(Silvius, 2003). We have previously reported that the content of T-cell cholesterol increases with 

aging (Fulop et al., 2001). Different conditions were tested and a final concentration of 0.5 mM 

MBCD for lh was used for cholesterol extraction from the membrane bilayer as already used in 

our earlier experiments (Douziech et al., 2002). Here we measured the cholesterol content by the 

high sensitive HPLC method, in pooled lipid rafts as well as in non-rafts. In Table 1, we showed 

that the treatment of T cells with 0.5 mM MBCD resulted in similar cholesterol content in lipid 

rafts of both age-groups. This signifies that this concentration of MBCD is able to decrease the 

124 



higher cholesterol level in lipid rafts of T cells from elderly subjects (from 8209 ± 494 to 4712 ± 

454) which corresponds to the level of T cells from young subjects existing already at basal level 

( 4536 ± 245). Thus, MBCD can normalize the cholesterol content in lipid rafts of T cells to the 

level ofT cells of young subjects. 

TABLE 1 

We show also that the cholesterol content in non rafts-fractions follow the same trend than in lipid 

rafts and this confirms our previous findings (Fulop et al., 2001). 

Modulation of membrane fluidity with MBCD 

Membrane fluidity was measured by anisotropy using the fluorescent probe DPH (Gidwani et al., 

2001 ). Lipid rafts fractions were pooled and fluidity was assessed for the different experimental 

conditions. First, at basal state, fluidity is lower in T cells whole membrane from elderly donors 

(Figure lA), compared to T cells of young subjects which is consistent with previous works 

(Kitani, 1999). Similarly we show that fluidity is lower at the lipid rafts level in T cells from 

elderly donors (Figure lB). This is in direct correlation with increased cholesterol level in these 

microdomains with aging. MBCD treatment (0.5 mM, 1 hour at 37°C) was applied on T cells and a 

significant increase of the fluidity is observed. 

FIGURE 1 
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When T cell receptor was costimulated by CD28 receptor, fluidity decreased in lipid rafts of both 

age-groups due to an increase of signalling molecules and cholesterol in these demains (Fulop et 

al., 2001). When we pretreated these cells with increased concentrations ofMBCD (from 0.1 to 2 

mM) and stimulated them, we observed an increase in fluidity due to selective cholesterol 

extraction, however this occurred to a much less extent with aging. Moreover, we observed that 

cholesterol extraction with 0.5 mM of MBCD restored lipid rafts fluidity of activated T cell from 

elderly donors to the same level as in activated T cells from young donors. However, with the 

same treatment we increased lipid rafts fluidity of activated T cells from young donors to the same 

level than that ofuntreated and inactivated T cells from the same age-group (Figure lB). Thus, the 

treatment of T cells with identical MBCD concentrations had differential effects on membrane 

fluidity depending on the age of the donors. 

Confocal microscopy analysis of T-cell lipid rafts 

The GM1 ganglioside is a useful marker of lipid rafts and fluorescent derivatives of CTxB can be 

used to study the distribution of lipid rafts in live cells by confocal microscopy (Holleran et al., 

2003). We observed that lipid rafts organization is disrupted with low concentration ofMBCD (0.5 

mM) in the case of T cell from young donors, however, in T cells from elderly donors the 

disruption is much less pronounced (Figure 2, middle panel), with even a tendency for lipid rafts to 

be distributed more homogenously. 

FIGURE2 
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The high amount of cholesterol in T cells from elderly donors may explain the differential effects 

of MBCD treatment on T cells from the two age-groups. Further treatment with MBCD in high 

concentration (10 mM) led to lipid rafts disruption in both age-groups of donors (Figure 2, right 

panel). 

Lipid rafts association of Lck and LAT modulated by MBCD 

An altered activation of the TCR/CD3-associated Lck may contribute to the age-related defects of 

responsiveness ofhuman T cells (Pawelec et al., 2001). When cells were pre-treated with 0.5 mM 

ofMBCD and then activated with a combination of anti-CD3 and anti-CD28, Lck recruitment was 

severely affected in both age-groups, however this effect was more pronounced in the case of T 

cells from young donors (Figure 3A). Moreover, Lck activation in lipid rafts was found to be 

disrupted with MBCD treatment (data not shown). The role of Lck in the activation of several 

signalling pathways by short treatment (15 min) with MBCD (Kabouridis et al., 2001) is found 

here to be reduced when the stimulation is for a longer period (60 min). 

FIGURE3 

The activation of T-cells induced an increase of LAT (Bi et al., 2001) and p-LAT in lipid rafts. In 

Figure 3 B, we show that aging is associated with a decline in the association of LAT to lipid rafts 

under stimulation. MBCD treatment led to a dramatic disruption of LAT association and activation 

in lipid rafts in both age-groups. Nevertheless, LAT and Lck remained activable in non-raft 

domains ofboth groups (data not shown) which is consistent with previous findings (Kabouridis et 

al., 2000). 
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Discussion 

Cholesterol is a major and essential component of the plasma membrane as well as of lipid rafts 

contributing to the normal functioning of the cells. The cells regulate very tightly the efficient 

content of lipid rafts in the membrane. We have previously found that membranes of T-cells from 

elderly subjects contained almost twice as much cholesterol as T-cell membranes from young 

subjects (Fulop et al., 2001) confirming earlier findings (Stulnig et al., 1995). The explanation for 

this increased level of cholesterol in lipid rafts from normolipidemic elderly individuals is not 

known. It could be hypothesized that the cellular regulation of cholesterol metabolism may be 

altered with aging. This could involve abnormal regulation of cellular cholesterol storage and 

export, or both (Khelef et al., 2000). In addition, the efficiency of HDL-dependent cholesterol 

transport could be altered since these lipoproteins are more susceptible to oxidation with aging 

(Khalil et al., 1998). 

Aging is known to be associated with a decrease in the fluidity of the T-cell plasma membrane 

(Makinodan and Kay, 1980; Fraeyman et al., 1993). We have recently shown that there is a decline 

in Lck and LAT association in lipid rafts of activated T cells with aging that may be explained by 

the excess of cholesterol in the plasma membrane. Plasma membrane integrity and fluidity is 

essential for T-cell stimulation (Douziech et al., 2002), and the age-related diminished fluidity has 

been shown to correlate with a decline in the levels of tyrosine-phosphorylated proteins following 

the activation of T-cells from aged humans (Fulop et al., 1999). This alteration in membrane 

properties could affect the lateral mobility of lipid rafts as a result of the high levels of plasma 

membrane cholesterol (Fulop et al., 2001). In the present study, we modulated T cell membrane 

lipid rafts cholesterol content and measured fluidity in lipid rafts after cholesterol extraction by 
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MBCD. It is of note that fluidity is a complex parameter which represents the amount of lipids 

including cholesterol and also molecules such as signalling molecules. 

The MBCD concentration (0.5 mM) which was found to lower cholesterol content and to restore 

membrane fluidity in T cells with aging was in contrast found to disrupt the organization of the T 

cell membrane of young subjects. Our previous studies (Douziech et al., 2002) demonstrated that 

cholesterol extraction by MBCD decreased T cell proliferation of young donors, while it increased 

the proliferation of T cells from elderly donors. These functional alterations in T cells of young 

subject are occurring besides the fact that at this concentration of MBCD the cholesterol content 

did not change. It is of note that at this concentration (Fulop et al., 2001), MBCD could not extract 

cholesterol from the membrane, but was able to disrupt lipid rafts. The cholesterol extracting effect 

was observed at much higher concentrations (Kabouridis et al., 2000). Confocal. microscopy 

studies shown here are consistent with those findings since Jipid rafts organization in T cells from 

elderly subjects is not altered with 0.5 mM MBCD as it is in T cells from young donors where a 

severe lipid rafts disruption is observed. These experiments even suggested that the MBCD 

treatment induced to some extent a more homogenous lipid raft distribution with aging compared 

to the untreated state. Hence, our results indicate that MBCD at low concentration is able to restore 

the cholesterol content in lipid rafts of T cells from elderly to the same level than in T cells of 

young subjects. This decrease correlates with the restoration of membrane fluidity leading to better 

lipid rafts membrane distribution. 

Next, we studied whether these physical and biochemical changes observed in T cells with MBCD 

treatment could influence the recruitment and activation of the signalling molecules, Lck and LAT. 

MBCD treatments have been shown to modulate signalling molecules activation (Kabouridis et al., 

2000) and we have already observed a potential benefit effect of cholesterol lowering towards T 
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cell proliferation with aging (Douziech et al., 2002). We hypothesized that by this way, we could 

have beneficial effects at the cellular level by increasing the activation of several pathways. 

However, lipid rafts are strictly regulated domains that may be targeted by other pathways than 

cholesterol extraction. Our data show that signalling molecules recruitment and activation in lipid 

rafts are altered by cholesterol extraction under treatment with low concentration of MBCD. 

However, Lck and LAT recruitment are similarly decreased by the disruption of lipid rafts in T 

cells of young subjects. In contrast, Lck and LAT recruitment is differentially affected in T cells of 

elderly subjects indicating a possible differential physical association with aging for these two 

signaling molecules. Kabouridis et al. showed that MBCD (10 mM) transiently induced tyrosine 

phosphorylation of multiple pro teins at the cellular lev el, including LAT. Here we show that the 

activations do not localize to lipid rafts, but instead to non-rafts domains. The explanation for our 

findings may be due to the MBCD concentration used and also, to the time period used for 

cholesterol extraction which differed from their experimental conditions. We used MBCD longer 

than the 15 minutes cholesterol extraction to avoid the activation of any pathway by MBCD. Thus, 

MBCD even at low concentrations, alters LAT and Lck association to the membrane and 

furthermore, their association to membrane microdomains. Our data altogether suggest that even 

with the lowering of cholesterol level manifested by increased fluidity by low concentration of 

MBCD treatment, in the mean time the overall protein structure of the lipid rafts is disrupted and 

this could not be translated into efficacious signal transduction in T cells of elderly individuals. 

Lipid rafts are critical in the early events of T cell activation, MBCD affected essentially lipid rafts 

structure since signalling molecules remained in the other domains. Restoring membrane fluidity 

in this case, may not correlate with the restoration of a well-defined membrane organization and 

this may account for the defects observed here. MBCD should not be used to modulate T cell 
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fonction without serious consequences on membrane fonctions and organization (Ikonen, 2001) 

since rafts associated and recruited proteins are also affected by cholesterol extraction by MBCD. 

The pathways of cellular cholesterol homeostasis (Fielding and Fielding, 2001) should be 

investigated for their ability to restore physiological cholesterol content in T cell membrane 

without the disruptive side effects on signalling molecules in lipid rafts. The statins, which are 

involved in cholesterol homeostasis that target the enzyme HMG CoA reductase may have 

beneficial effects (Gubina et al., 2002). Further studies on the regulation of cholesterol metabolism 

in aged T-cells may help to understand these alterations and to better define the role of lipid rafts 

in aging and age-related diseases (Simons and Ehehalt, 2002). Current investigations in our 

laboratory are addressing these questions. 
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Legend to figures 

Figure 1 

Modulation of T cells and lipid rafts fluidity with MBCD. The values are expressed as 1/r and 

represent the relative fluidity. (A) T cells were probed with the fluorescent DPH and washed three 

times and resuspended in the appropriated buffer. Anisotropy (r) was measured by fluorescence as 

described in Materials and Methods. The fluidity declines in T cells with aging. Data (mean and 

SD) represent results from 4 donors of each group where * indicates significative difference 

between the two groups (p < 0.05). (B) After their isolation, lipid rafts were probed with the 

fluorescence probe DPH. At basal state (1 ), fluidity in lipid rafts is lower in T cells from elderly 

donors compared to young donors. Membrane disorganization by MBCD treatment at 0.5 mM led 

to an increase of the fluidity in both groups of donors (2). Activation of the cells induced protein 

recruitment which is reflected by a decline in the fluidity of lipid rafts (3). Treatment with MBCD 

(from 0.1 to 2 mM) led to an increase of the fluidity in a concentration-dependant manner ( 4-6). 

Data (mean ± SD) were obtained from samples of 3 different donors of each group where * 

indicate significant differences between the groups. 

Figure 2 

Confocal microscopy analysis of lipid rafts organization in T cell membrane. Separated T cells 

were stained with choiera toxin B subunit coupled to Alexa 564 which target ganglioside Ml, a 

specific marker of lipid rafts. The membrane organization was analyzed on T cells which were left 

untreated (left panel) or treated with 0.5 mM MBCD (middle panel) or 10 mM MBCD (right 

panel). Cells were then washed three times and left in the same medium. Then, they were allowed 
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to adhere to coverslips coated with poly-L-lysine. Images shown represent fluorescence according 

to a palette of 255 colors. GMl-associated domains are distributed through the membrane. When 

MBCD treatment was applied, a severe disorganization of lipid rafts was observed at 0.5 mM for T 

cells from young (Fig. 2A, middle panel) compared to elderly donors (Fig. 2B, middle panel) when 

lipid rafts even showed a slight coalescence. An increase in the concentration of MBCD (10 mM) 

led to a complete disorganization of lipid rafts through the membrane in both groups (right panel). 

Images shown are representative of 5 independant experiments. 

Figure 3 

Effects of MBCD on signalling molecule recruitment and activation to lipid rafts. Lck and LAT 

were assessed for their localization in lipid rafts after treatment with 0.5 mM MBCD and upon 

activation. (A) Lipid rafts content (fractions 1 to 3) was analyzed by western blotting experiments 

using anti-Lck Abs (1:200). The amount of Lck in whole cells lysates represented by (T) did not 

change with aging. The blots shown here are representative of 5 independant experiments with 

young (left) and elderly donors (right). Identical studies were done conceming LAT (anti-LAT, 

1 :1000) as shown in (B). Cholesterol extraction by treatment with 0.5 mM MBCD (represented by 

T) caused complete dissociation of LAT from lipid rafts in both groups compared to untreated T 

cells (NT). When cells were stimulated (represented by S), an increase of lipid rafts-associated 

LAT is observed in the case on young donors, however this is not observed in the case on T cells 

from elderly donors. Lowering membrane fluidity did not allow an increase in lipid rafts-

associated LAT upon stimulation ofT cells from elderly donors (T/S). The blots presented here are 

representative for 3 donors of each group. 
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Young subjects Elderly subjects 

MBCD + + 

Lipid rafts 4536 ± 245 5185 ± 546 8209 ± 494* 4712 ± 454# 

(fractions 1-3) 

Non-rafts 4499 ± 351 5137 ± 329 7696 ± 521 * 4367 ± 527# 

(fractions 6-9) 

Lymphocytes were left untreated or treated with 0.5 mM MBCD for lh at 37°C. Values represent 
the relative cholesterol concentrations determined by HPLC in membrane domains derived from 
20 x 106 T lymphocytes isolated by sucrose gradient centrifugation. Data indicate the mean ± SD 
of three independent experiments made in triplicates. * indicates a significant difference between 
the samples from elderly donors compared to the sample of T cells from young donors without any 
treatment (Student's test, p <0.01). #shows significant difference between the cholesterol content 
values of elderly subjects before and after treatment (p <0.05). 

Table 1. Cholesterol content in lipid rafts from T-cells treated with 0.5 mM MBCD 
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MANUSCRIT IV 

Larbi A, Dupuis G, Khalil A, Douziech N, Fortin C, Fülop T. Jr. Differential Role of lipid rafts in 

the age-related decrease of CD4+ and CDS+ human T-lymphocytes fonctions. Journal ofBiological 

Chemistry. Version corrigée soumise. 

Préambule 

Ce manuscript décrit le mode de signalisation des lymphocytes CD4+ et CDS+. Nous 

démontrons ici que les lymphocytes CD4+ dépendent complètement des radeaux lipidiques pour 

être activés alors que les lymphocytes CDS+ ne nécessitent pas la polarisation des radeaux 

lipidiques pour être activés. Nous montrons que ces différences expliquent pourquoi ce sont les 

cellules CD4+ qui sont le plus affectées par l'immunosénescence. Nous montrons aussi le rôle du 

CD2S dans l'immunosénescence de part son rôle dans l'activation lymphocytaire via les radeaux 

lipidiques. J'ai réalisé toutes les expériences décrites dans ce manuscrit. 
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Abstract 

Lipid rafts are critical to assembly of the T-cell receptor (TCR) signaling machinery. It is not 

known whether lipid raft properties diff er in CD4+ and CDS+ T-cells and whether there are 

age-related diff erences that may account in part for immune senescence. Data presented here 

showed that time-dependent interleukin-2 (IL-2) production was different between CD4+ and 

CDS+ T-cells. The def ect in IL-2 production by CD4+ T-cells was not due to lower levels of 

expression of the TCR or CD2S. There was a direct correlation between the activation of 

p56Lck and LAT and their association/recruitment with the lipid raft fractions of CD4+ and 

CDS+ T-cells. p56Lc\ LAT and Akt/PKB were weakly phosphorylated in lipid rafts of 

stimulated CD4+ T-cells of elderly as compared to young donors. Lipid rafts undergo 

changes in their lipids composition (ganglioside Ml, cholesterol) in CD4+ and CDS+ T-cells of 

elderly individuals. This study emphasizes the diff erential role of lipid rafts in CD4+ and 

CDS+ T-cell activation in aging and suggests that the differential localization of CD2S may 

explain disparities in response to stimulation in human aging. 
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Introduction 

Antigenic recognition by the T-cell receptor (TCR) triggers a series of biochemical events 

that results in the expression of a range of genes that are essential to T-cell responses, expansion 

and effector functions (1 ). The activation of protein tyrosine kinases (PTK) of the Src and Syk 

families (2) and the mobilization of Ca2+ (3) are the earliest biochemical events that follow 

engagement of the TCR. The Src family member p56Lck phosphorylates ZAP-70 which in turn 

phosphorylates the LAT (linker of activated T cells) adaptor protein which becomes a scaffold for 

the recruitment of multiple partners including other adaptor proteins and enzymes involved in 

phospholipid metabolism such as phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) and phospholipase-Cyl 

(PLC-yl) (4-6). 

A host of experimental data support the view that many proteins involved in T-cell signaling such 

as p56Lc\ LAT, SLP-76, protein kinase-Ce and Gads are recruited to microdomains called lipid 

rafts (7-10), whereas others such as CD45 are excluded (11) or transiently associated as in the case 

of CD4 (12). These microdomains are composed primarily of high-melting sphingolipids packed 

with cholesterol that generate a liquid-ordered phase (Io) arrangement (13). 

Lipid rafts are dynamic structures and the time-dependent recruitment or exclusion of signaling 

proteins in lipid rafts controls T-cells activation and immune responses (14). In addition, ligation 

of co-stimulatory CD28 that is required for interleukin-2 production and commitment to 

proliferation (15) enhances lipid raft polarization (16,17). Thus, CD28 triggering is essential for 

sustained T-cell activation (15). Moreover, lipid rafts are dynamic structures whose composition 

and function may vary according to cell types and cell subsets, especially in the case of T-

lymphocytes (18). Heterogeneity in lipid rafts composition and function may explain disparities in 

lymphocyte subset functions (19). 
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One characteristic of agmg is that T-lymphocyte fonctions such as proliferation and IL-2 

production are impaired (20,21 ). One hypothesis to explain this age-related immune senescence is 

impairment of signal delivery from the TCR (22). In this connection, we and other groups have 

reported defects in the early events of the T-cell signaling following TCR ligation in aged humans 

and rodents (23, 24). We have recently reported that lipid raft fluidity of CD3+ T-cells from healthy 

elderly donors was decreased, probably as a result of plasma membrane cholesterol overload (25). 

Moreover, we have also shown that p56Lck association to lipid rafts declined with aging along with 

defects in lipid raft polarization, suggesting that lipid raft properties may undergo significant 

changes with aging (25). 

Recently, several fonctional changes were found among T-cell subsets in aging. For example, the 

susceptibility to apoptosis was different among CD4+ and CD8+ T-cell subsets (26). Very scarce 

data exist conceming the most important T-cell fonctions including IL-2 production and 

proliferation in relation to T-cell subsets (27). Furthermore, no data are available conceming CD4+ 

and CD8+ T-cell signalling/behaviour and lipid raft properties with human aging. However, 

recently de Mello Coelho et al (28) have demonstrated a heterogeneity of lipid raft components 

between CD4+ and CD8+ T-cells in young and aged mice. The differences that they observed in 

lipid raft composition could contribute to the differential CD4+ and CD8+ T-cell signalling in aged 

mice. We know however that the immune alterations occurring with aging in mice are not the same 

than in humans. Thus, our aim in the present paper was to investigate whether CD4+ and CD8+ T-

cells subpopulations via lipid rafts signalling contribute differentially to the previously described 

T-cell signalling and fonctional alterations with aging. Thus, we have investigated the role of lipid 

rafts in TCR- and CD28-dependent signaling of CD4+ and CD8+ T-cells from healthy elderly 

donors in comparison with young subjects. Our results showed that IL-2 production differed in 
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tirne between CD4+ and CDS+ T-cells and that the lower production of IL-2 by CD4+ T-cells with 

aging was not due to lower levels of expression of the CD4 or CD2S. Data also revealed that in 

both groups, CD4+ T-cell proliferation was abolished by methyl-,8-cyclodextrin (MBCD) treatment 

(29) whereas CDS+ T-cell were more resistant to this cholesterol-depleting agent. W e found that 

following TCR and CD2S ligation, lipid raft polarization did not occur in CDS+ T-cells 

independently of aging. In contrast, there was an impairment of lipid raft polarization 

concomitantly with a marked alteration in activation of p56Lc\ LAT, Akt/PKB in CD4+ T-cell of 

elderly subjects as compared to CD4+ T-cell of young subjects and to the CDS+ T-cell. It is 

suggested that lipid rafts play an important role in the differential signal transduction alteration in 

T-cell subsets with aging resulting in decreased IL-2 production and proliferation, primarily in 

CD4+ T-cell. The differential distribution of CD2S in lipid rafts between these subsets may explain 

these age-related CD4+ T-cell alterations. 

Materials and Methods 

Antibodies and reagents - Reagents for SDS-P AGE were from Bio-Rad (Richmond, CA) and 

Fisher Scientific (Montreal, QC). The HPLC column used for cholesterol quantification was 

obtained from Agilent Technologies (Palo Alto, CA). Alexa 594-labelled choiera toxin B subunit 

(CTxB) was purchased from Molecular Probes (Eugene, OR). Monoclonal antibodies directed 

against LAT (clone FL-233), phosphotyrosine (clone pY99), Lck (clone 2102) and anti-CTLA-4 

were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). An anti-CD3 mAb (UCHT-1) was 

purchased from Sigma-Aldrich (St-Louis, MO). The anti-CD2S (clone 2S.2) and anti-CD45 mAbs 

(clone HI30) were from Becton Dickinson (Montreal, QC). The anti-pLAT mAb (Tyr-226) was 

bought from Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY). Secondary antibodies were obtained from 
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Chemicon International (Temecula, CA). An anti-CTxB polyclonal Ab raised in the goat was from 

Calbiochem (Mississauga, ON) and FITC-conjugated anti-CTxB antibody from List Biological 

Laboratories (Epsom, UK). Dynabeads were purchased from Dynal Biotech LLC (Brown Deer, 

WI). 

Subjects - Twenty elderly volunteers aged 65 to 7S years (mean, 73 years) participated in the 

study. The cohort of 20 young healthy subjects was aged 19 to 25 years (mean, 22 years). The 

research protocol was approved by the local institutional ethics committee of the Research Center 

on Aging. All subjects gave written informed consent. The lipid profile was determined by routine 

biochemical analysis at the clinical biochemistry laboratory of the Medical Center of the 

University of Sherbrooke. All the subjects were in good health, normolipidemic and satisfied the 

inclusion criteria of the SENIEUR protocol for immune investigations of human elderly subjects 

(30). 

CD4+ and CD8+ lymphocyte purification - Blood was obtained by veinipuncture and 

lymphocytes were isolated by Ficoll-Hypaque density sedimentation, as described (23). PBL were 

subjected to separation into CD4+ and CDS+ populations by MACS positive selection using 

magnetic beads (Myltenyi Biotec, Auburn, USA), following the manufacturer's protocol. The 

resulting highly enriched T cell populations of CD4+ and CDS+ cells were phenotyped by flow 

cytometry and shown to contain less than 1 % contaminating B or NK cells. Cell viability was 

greater than 97% (Trypan blue exclusion). ldentical numbers of T-cells from young and aged 

donors were used in each comparative experiment. 

Proliferation - T-cells (2 x105) were stimulated with anti-CD3 and anti-CD2S (5 µg/ml) for 72h 

and then 3H-thimydine was added the last 4 hours before cells harvesting (23). A scintillation 

counter was used to estimate cell proliferation. 
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Flow cytometry analysis - Freshly separated T-cells (1 x 106 lymphocytes) were resuspended in 

PBS and labelled with FITC-conjugated anti-CD4, PE-conjugated anti-CD8 or FITC-conjugated 

GMl (List Biological Laboratories) for 30 min at 4°C or with anti-CD28, anti-CD3 then with the 

corresponding secondary FITC-conjugated antibody for 30 min at 4°C. IL-2 production was 

measured by intracellular staining using an anti-IL-2 FITC-conjugated antibody with stimulated 

and permeabilized (paraformaldehyde 1 %) cells. Brefeldin A was used to inhibit leak:ing of the 

produced IL-2 as described (31 ). After three washes, the cells were analyzed by flow cytometry 

using a FACScalibur (Becton Dickinson) instrument. 

Isolation of lipid rafts - Freshly isolated CD4+ and CDS+ T-cells were kept for 1 h in RPMI 

medium at 37°C. The cells (20 x 106 lymphocytes) were then exposed to a combination of anti-

CD3 (5 µg/ml) and anti-CD28 (5 µg/ml) mAb for various periods oftime at 37°C which was found 

to be the most efficient, as already described (25). Control cells (20 x 106 lymphocytes) were left 

untreated. Lipid raft isolation on sucrose gradients was done as described (25). 

Western blotting - Proteins to be analyzed were isolated from total cell lysates or pooled lipid raft 

fractions by immunoprecipitation, sized by SDS-PAGE under reducing (DL-dithiothreitol) 

conditions, transferred to nitrocellulose membranes and detected by Western blotting, as described 

(23). Densitometric analyses were performed using an image analyzer, Chemigenius2 Bio Imaging 

System (Syngene, Frederick, MD). 

Quantification of cell cholesterol and fluorescence anisotropy measurements - Cholesterol 

concentrations were determined after extraction of sucrose gradient fractions by HPLC analysis 

using a modification of the procedure of Katsanidis et al. (28, 32), as described (25). Cell 

membrane anisotropy (r) of was determined using the fluorescent probe diphenylhexatriene 
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(DPH), as described (25,29,33). Fluidity (f) was calculated using the inverse value of anisotropy (f 

= 1/r). 

Lipid raft polarization was assessed by fluorescence microscopy - CD4+ and CDS+ T-cells were 

incubated with anti-CD3 and anti-CD2S coated beads (Dynabeads) for 20 min at 37°C as 

performed by Viola et al. (16) and as already described by us (25). The cells were then fixed in 1 % 

paraformaldehyde for 15 min and, after three washes, CD4+ and CDS+ T-cells (1 x 106 

lymphocytes/ml) were resuspended in PBS before being treated with an Alexa 594-conjugated 

CTxB (10 µg) for 15 min at 4°C. The cells were washed (PBS) and the cell/bead mix was allowed 

to adhere to glass coverslips pre-coated with poly-L-lysine (0.1 mg/ml) for 15 min at 37°C. The 

fluorescence was recorded along the z-axis after 5 min of contact using a LSCM system from 

Thermo Noran (Middleton, WI). Optical sections (0.2 µm-thick) corresponding to the region of 

contact of the cells with the coverslips were recorded. Fluorescence analysis and distribution of 

pixel intensities were done as previously described (25). 

Determination of the association of CD28 with lipid rafts in CD4+ and CD8+ T-cells - Cell 

extraction with Triton X-100 was performed as described by Filatov et al. (34). Briefly, 1 x 107 

cells were suspended in lml ice-cold 1 % TX-100/phosphate buffered saline supplemented with 1 

mM PMSF and incubated with 10 ml ice-cold 1 % formaldehyde in PBS and incubated for an 

additional 30 min. TX-100 extracted cells were collected by centrifugation at 1700 x g for 10 min. 

For staining, cell pellets containing 5 x 105 cells were mixed with 20 µlof anti-CD2S mAbs at 4°C 

for 30 min. After being washed, the cells were incubated with FITC-labeled secondary antibodies. 

Cells were analyzed on F ACScan flow cytometer as described above. Resistance of membrane 

antigens to solubilization with TX-100 was calculated as described (34) and expressed as 

percentage. 
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Statistical analysis - Results were analyzed using Student's t-test for paired data and significance 

was set at the 95% confidence limit (p < 0.05). 

Results 

IL-2 production by CD4+ and CD8+ T-lymphocytes of young and eider/y donors - In a first series 

of experiments, we asked the question whether the reported decreased production of IL-2 by 

lymphocytes of elderly individuals (20) discriminately involved CD4+ or CD8+ T-cells. The 

protocol used to isolate CD4+ and CD8+ T-cells did not induce their activation (data not shown). 

Once isolated the cells were challenged with a combination of anti-TCR and anti-CD28 mAbs as 

widely used surrogate for APCs stimulation and the extent of the cellular content of IL-2 was 

assessed by flow cytometry, as a fonction of time. Brefeldin A was used to inhibit IL-2 release 

from cells. IL-2 could not be measured in the absence of Brefeldin A after 6h of culture (data not 

shown). Results showed that the intracellular concentration of IL-2 steadily increased in CD4+ T-

cells from young donors over 24 h of stimulation (Fig. lA). In the mean time, the production oflL-

2 increased only slightly over the same period of time in CD4+ T-cells from elderly donors as 

compared to young donors (Fig. lB). In contrast, IL-2 production by activated CD8+ T-cells 

showed similar results in the case of young (Fig. lC, Table 1) and elderly donors (Fig. lD, Table 

1 ). It is of note that IL-2 production is more rapid in CD8+ T-cells at 6 hours when compared to 

CD4+ T-cells in both groups (Table 1 ). Moreover, in the case of young donors, the levels after 24 

hours in CD4+ T-cells were higher when compared to CD8+ T-cells. The data on the quantification 

of IL-2-positive cells are summarized in Table 1. 
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Surface expression of CD28 coreceptor in Y-lymphocytes from young and eider/y individuals - The 

co-ligation of CD28 is an essential step in the activation of T-cells and IL-2 production (15). We 

therefore measured the surface expression (MFI) of CD3 and CD28 in CD4+ and CD8+ T-

lymphocytes from young and elderly subjects. Results showed that the mean level of expression of 

CD3 was the same in both populations of donors (Fig. 2A) whereas the MFI values of CD28 was 

significantly decreased (p < 0.01) in T-cells from elderly donors (73 ± 8) as compared to young 

subjects (117 ± 12, Fig. 2B). Similar analyses were done in purified CD4+ and CD8+ T-cells. The 

levels of expression of CD28 were nearly similar in CD4+ T-cells of young and elderly subjects 

(respectively, Fig. 3C and Fig. 3E). In contrast to CD4+ T-cells, the CD8+ T-cells from elderly 

donors contained a larger and significant CD2810
w population (6 ± 2% vs 23 ± 6%, respectively; 

Fig. 2E and 2F; p<0.01). These results could not be linked to any changes in the percentage of cells 

expressing the CD4 or CD8 coreceptor with aging nor in the mean fluorescence intensities for CD4 

and CD8 within these two subsets (data not shown). 

Activation of p5éck and LAT in CD4+ and CD8+ T-cells of young and eider/y individuals - In a 

first set of experiments, we studied the state of activation of p56Lck in CD4+ and CD8+ T-cells that 

were activated by concomitant ligation of CD3 and CD28. Results revealed significant increases in 

the levels of tyrosine-phosphorylated p5éck in CD4+ (12-fold) and CD8+ (10-fold) T-cells from 

young donors (Fig. 3A and Fig. 3B). In marked contrast, CD4+ (4-fold) and CD8+ (6-fold) T-cells 

from elderly donors responded poorly to stimulation (Fig. 3A and Fig. 3B). In a second set of 

experiments, we investigated the phosphorylation of LAT (p-LAT). Results showed that the levels 

of p-LAT increased 13-fold in CD4+ and in CD8+ T-cells from young subjects (Fig. 3C and Fig. 

3D). In contrast, the levels of p-LAT increased only slightly in co-stimulated CD4+ T-lymphocytes 
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from elderly individuals (Fig. 3C). Unexpectedly, CDS+ T-cells from elderly donors responded 

well in terms of LAT phosphorylation (12-fold, Fig. 3D 

Proliferation of stimulated T-lymphocytes of young and elderly donors and ejfect of lipid raft 

disruption - We asked the question whether the diminution in T-lymphocytes proliferation with 

aging (23) selectively affected the CD4+ or CDS+ population and what would be the effect of lipid 

raft disorganization in these cells in response to stimulation. Untreated or MBCD-treated CD4+ 

and CD8+ T-cells were exposed to an anti-CD3 mAb (5 µg/ml) alone or combined to anti-CD28 

mAbs (5 µg/ml). As expected, the co-stimulation of CD4+ (Fig. 4A) and CD8+ T-cells (Fig. 4B) of 

young donors resulted in a 69-fold and 66-fold increase respectively in uptake of label as 

compared to the untreated cells. The increases were only 26-fold and 33-fold respectively in the 

case of CD4+ and CDS+ T-cells of elderly donors (Fig. 4A and Fig. 4B). We also investigated the 

effects of modulation of plasma membrane cholesterol content by treating the cells with MBCD. 

Results showed that CD4+ T-cell response of young and elderly donors was completely abolished 

when concentrations of 0.5 and 10 mM were used (Fig. 4A). Of interest, there were differential 

effects of MBCD in CDS+ T-cells as compared to CD4+ T-cells. A 0.5 mM concentration of the 

drug did not completely abolish lymphocyte proliferation but it was reduced by 3-fold in cells of 

young and elderly donors. These observations suggested that CDS+ T-lymphocytes are less 

sensitive to the plasma membrane cholesterol depletion than CD4+ lymphocytes. As expected, high 

concentrations of the drug (10 mM) completely disrupt cellular fonction and proliferation in both 

age groups (Fig. 4B). 
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Changes in lipid raft properties of CD4+ and CD8+ T-cells with aging - Here, we investigated 

whether the changes in membrane properties with aging (25, 2629) could contribute to the age-

related differentially impaired CD4+ and CD8+ T-cells fonctions. The cholesterol concentration of 

GMl-positive plasma membrane fractions corresponding to lipid rafts (fractions 1-3) was 

measured by HPLC (25). We found that the cholesterol content in whole lysates as well as in lipid 

rafts fractions was 1.6-fold higher in CD4+ and CD8+ T-cells from elderly donors as compared to 

young subjects (Table 2). The higher concentration of cholesterol was not due to abnormal levels 

of plasma cholesterol in elderly donors since these individuals were normolipemics (data not 

shown). 

Cholesterol is an important modulator of membrane fluidity. To estimate the extent of the fluidity, 

we measured its inverse value, i.e. anisotropy, in lipid raft fractions of CD4+ and CD8+ T-cells of 

young and elderly individuals. Results showed that fluorescence anisotropy was significantly 

increased (p < 0.001) in GMl-positive fractions in CD4+ and CD8+ T-lymphocytes from elderly 

individuals as compared to young subjects (Table 2), suggesting that a decrease in lipid rafts 

fluidity is associated with aging in all subsets. 

GMJ expression in CD4+ and CD8+ T-cells of young and elderly individuals - In view of the 

importance of lipid rafts in T-cell activation and their putative role in immune senescence, we also 

analyzed the expression of GMl in CD4+ and CD8+ T-lymphocytes of young and elderly donors. 

GMl is used as a marker of lipid rafts (16). It has been reported that it is overexpressed in T-cells 

of patients suffering from systemic lupus erythematosus (30,35). Furthermore, T-cell activation 

induces an increase in the production of GMl within 24 h with a maximal response observed at 48 

h (31,36). Results of fluorescence microscopy revealed low levels of GMl distribution in resting 
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CD4+ (Fig. SA) and CDS+ (Fig. SB) T-lymphocytes from young donors. MFI analysis further 

showed that there are no differences in fluorescence levels in these cells (Fig. SI). In marked 

contrast, the levels of fluorescence of GMl in resting CD4+ (Fig. SC) and CDS+ T-lymphocytes 

from elderly donors were significantly higher (p < 0.01) than in the case of young donors (Fig. SI). 

Exposing CD4+ (Fig. SE) and CDS+ (Fig. SF) T-lymphocytes from young donors for 4S h to a 

combination of anti-CD3 and anti-CD2S rnAbs led to a significant increase (p < 0.001) in GMl 

expression (Fig. SJ). A similar observation was made in the case of CD4+ (Fig. SG) and CDS+ (Fig. 

SH) T-lymphocytes from elderly donors. However, there were no differences between the two sets 

of donors at this stage of activation. 

Lipid raft polarization measurements using fluorescent microscopy - Next, we asked the question 

whether there were selective differences in lipid raft reorganization in stimulated CD4+ and CDS+ 

T-lymphocytes. Viola et al. (16) have shown that lipid raft reorganization requires the concomitant 

ligation of the TCR and CD2S by ligand-coated beads. CD4+ and CDS+ T-lymphocytes from 

young donors and elderly individuals were labelled with Alexa S94-CTxB, mixed with anti-CD3-

and anti-CD28-coated beads as described (16,2S) and analyzed by fluorescence microscopy. 

Complexes consisting of one bead in apposition to one cell were selected. Results showed that the 

ligand-coated beads (white arrows) induced the reorganization of the GMl distribution to the area 

of contact with the bead in CD4+ T-cells of young (Fig. 6B) and elderly (Fig. 6F) donors. lt is of 

note that the polarization is not well-confined to the site of stimulation and more diffuse in the case 

of CD4+ T-cells from elderly donors. This suggests defects in lipid raft polarization following TCR 

and CD2S triggering. In marked contrast, the ligand-coated beads failed to induce the 

reorganization of fluorescent label in the case of CDS+ T-cells of young (Fig. 6D) and elderly (Fig. 

lSS 



6H) donors. These observations suggested that lipid raft reorganization is not inducible in CDS+ T-

lymphocytes in response to co-stimulation and that the lack of polarization is not dependent on the 

age of the donors. 

Activation and association of p5éck and LAT with lipid raft fractions in CD4+ and CD8+ T 

lymphocytes of young and elderly individuals - W e asked the question whether the alterations in 

the signaling cascade (Fig. 4) were due to the differential recruitment and activation of p56Lck and 

LAT into lipid rafts. Results showed that the levels of p56Lck in lipid rafts of resting CD4+ T-cells 

from elderly donors were lower than in young donors (Fig. 7 A). Activation of CD4+ T-cells results 

in a higher association of p56Lck with the lipid raft fractions in the case of young but not elderly 

subjects (Fig. 7 A). In marked contrast, the levels of association of p56Lck in lipid raft fractions 

were identical in resting and stimulated CDS+ T-cells of young and elderly donors (Fig. 7B). It is 

of note that these levels were similar to those found in activated CD4+ T-cells (p < 0.01). The 

association of the LAT adaptor protein in resting CD4+ T-cell lipid raft fractions was similar in 

aging but activation of these cells did not allow further recruitment in the case of elderly compared 

to young donors (Fig. 7C). This was not the case in CDS+ T-cells (Fig. 7D). These data suggest 

differences in signaling molecule content oflipid rafts between CD4+ T-cells and CDS+ T-cells and 

a lack of recruitment with aging (p56Lck) in the only subset requiring it, i.e. CD4+ T-cells. 

We also determined the levels of association of phosphorylated p56Lck and LAT in the lipid raft 

fractions of CD4+ and CDS+ T-cells of young and elderly individuals. Results showed that 

activation of T-cells resulted in increased levels of association of p-p56Lck with the lipid raft 

fractions of CD4+ and CDS+ lymphocytes of young donors (Fig. 7E). However, when compared to 

young donors, p5éck phosphorylation in lipid rafts was 5.5-fold lower in CD4+ T-cells from 
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elderly donors. This was reduced by only 2.1-fold in the case of CD8+ T-cells of elderly donors. 

Similar experiments were performed in the case of the association of p-LAT with the lipid raft 

fractions of CD4+ and CD8+ T-cells (Fig. 7F). In these cases, the increases observed in cells from 

young donors were respectively 1.9-fold and 1.8-fold higher that measured in cells of elderly 

don ors. 

CD28-dependent Akt activation in CD4+ and CD8+ T-cells in aging 

In the last set of experiments we performed a time-course analysis of tyrosine-phosphorylated 

Akt/PKB (p-Akt) in CD4+ and CD8+ T-cells from young and elderly subjects. Results showed that 

the levels of p-Akt reached a maximum after 5 - 10 min of co-stimulation in CD4+ T lymphocytes 

from young subjects (Fig. 8A). A similar activation of Akt was observed in the CD8+ compartment 

of young subjects (Fig. 8C). In marked contrast, Akt was poorly activated in CD4+ T-cells from 

elderly subjects (Fig. 8B), with a slight and transient increase of p-Akt at 5 min. Such a lack of Akt 

activation was not seen in the case of CD8+ T-cells (Fig. 8D) from elderly donors. 

CD28 association with lipid rafts in CD4+ and CD8+ T-cells - We assessed CD28 association to 

lipid rafts to explain the Akt activation changes with aging. To quantify the amount in lipid rafts in 

each T-cell subsets we tested CD28 resistance to Triton X-100 permeabilization (34 ). W e present 

in Figure 9 that CD28 is not associated with lipid rafts in resting CD4+ T-cells since Triton X-100 

treatment did not induce a change in CD28 fluorescence (Figure 9A, left panel). Activation of 

these T-cells induced a redistribution of CD28 to lipid rafts as shown by sensitivity to Triton X-

100 treatment (Figure 9A, right panel). In case of young donors 71 % of CD28 was relocalized to 

lipid rafts following CD4+ T-cells stimulation (Figure 9A), while only 34 % of CD28 was 
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associated with lipid rafts in the case of elderly subjects (Figure 9C). Conceming resting CDS+ T 

cells, CD2S has been found already associated with lipid rafts in both age-groups (Figure 9C and 

9D). Activation of CDS+ T-cells did not make any significant change in this association. Contrary 

to CD4+ T-cells, CDS+ T-cells from elderly donors can preserve association of CD2S to lipid rafts 

(Figure 9D). These data indicate a major disturbance of CD2S localization and signaling in CD4+ 

T-cells with aging. 

Discussion 

A tight regulation of the immune system will guarantee the resolution of any aggress10n. 

Impairments in innate (37) and adaptive immunity (3S) have been demonstrated with aging, 

leading to a higher susceptibility to infections and other diseases. One hypothesis to explain this 

observation suggests alterations in TCR-dependent signaling. We and others have shown that 

several steps of the signaling cascade following T-cell receptor ligation are altered with aging 

(reviewed in 22). However, much effort has focussed on downstream events of T-cell signaling 

and less attention has been given to possible alterations in upstream events (39,40), including the 

assembly of signaling molecules in lipid rafts of the plasma membrane. Recently, we have 

presented evidence that the age-related alterations in T-cell activation (immune senescence) are 

linked to changes in lipid raft composition and fonction (25). Immune senescence studies have 

addressed the question in human CD3+ T-cells, but there are no individual data conceming 

responses of helper and cytotoxic T-cells. Recently, data were obtained in the field of lipid rafts 

that indicated a specific role for these lipid rafts in each cell type and/or cell subset. Thus, the aim 

of this study was to further investigate whether lipid rafts are differentially involved in CD4+ and 

CDS+ T-cell signaling and thus contribute to explain T-cell functional alterations found during 
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immune senescence. The main findings of this study indicate that the observed functional defects 

in T-cells fonctions (IL-2 production and proliferation) are mostly related to a decreased signaling 

via lipid rafts in CD4+ T-cells. The fonction and signalling molecule composition of lipid rafts 

were different in CD4+ T-cells when compared to CDS+ T-cells, the former exhibiting a higher 

dependence for their activation on lipid rafts. This difference was due to an alteration in the CD2S 

signalling, described for the first time, which explained why a similar decrease in membrane 

fluidity in both T-cells subsets has relatively fewer effects on CDS+ T-cell activation. 

First, we investigated IL-2 production by CD4+ and CDS+ T-cells. Results obtained in this paper 

show a differential response of CD4+ and CDS+ T-cells with respect to the production of IL-2. 

CD4+ T-cells of young donors produced significantly higher amounts of IL-2 than CD4+ T-cells of 

elderly subjects. In contrast, there were no significant differences between the CDS+ T-cells from 

young and elderly donors (Table 1) suggesting that the drop of CD2S expression observed in CDS+ 

T-cells of elderly donors (Fig. 2) has no consequences for IL-2 production (Fig. 1 ). On the 

contrary, IL-2 production was severely impaired in CD4+ T-cells of elderly donors in spite the 

preservation of CD28 expression. When we looked at proliferative capability, CD4+ and CDS+ T-

cells from elderly both exhibited lower proliferation when compared to young donors. The 

discrepancy between the proliferative capability and IL-2 production changes with aging, in CDS+ 

T-cells, may arise from the fact that an in vivo co-operation is needed among the two subsets for 

the full expansion of CDS+ T-cells. As demonstrated, the CD4+ T-cells which are the main IL-2 

producers are much less efficient with aging. This decreased IL-2 production with aging points to 

an alteration in the signal transduction in CD4+ T-cells and was consequently investigated. 

The discovery of this differential IL-2 production has raised the question whether the TCR/CD2S-

dependent early events associated with T-cell activation were differentially altered in CD4+ and 
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CD8+ T-cells in aging. p56Lck is a src kinase that is a key regulator of the proximal events of T-cell 

signaling (2) that include the participation of the LAT adaptor protein (signal 1) to assemble the 

signalosome (41). We found that CD4+ T-cells from elderly donors failed to recruit and activate 

p56Lck to lipid rafts, suggesting an age-related alteration in the early steps of activation in CD4+ T-

cells. In contrast, p56Lck was associated to the same levels in the lipid raft fraction of resting and 

activated CD8+ T-cells of young and elderly subj ects (Fig. 7). It is of note that in resting CD8+ T-

cells the levels of lipid raft-associated p56Lck is significantly higher than in resting CD4+ T-cells. 

This was observed independently of the age of the donors, suggesting intrinsic differences between 

CD4+ and CD8+ T-cells. Concerning the association of LAT to lipid rafts, we found that CD4+ T-

cells from elderly donors were unable to recruit LAT after stimulation in comparison to young 

subjects. In contrast, in CD8+ T-cells LAT was highly associated to lipid rafts as was the case of 

p56Lck. However, these differences seen in LAT association were not translated for LAT activation 

between CD4+ and CD8+ T-cells of elderly donors (Fig. 7). Altogether these results indicate that 

ligation of TCR and CD28 induces the recruitment of early signaling molecules (p56Lc\ LAT) to 

lipid rafts in CD4+ T-cells. This phenomenon is shown to be severely impaired in aging. In 

contrast, similar receptor triggering did not induce further signaling molecule recruitment in CD8+ 

T-cells due to the pre-existing association of the early signaling molecules (p56Lck' LAT) to lipid 

rafts. It is of note, that this phenomenon in CD8+ T-cells was not affected in aging. These data 

clearly indicate that alterations in the early signaling events in lipid rafts affect more the CD4+ T-

cells than CD8+ T-cells in aging. 

Could all these functional changes be related to the differential composition and/or fonction of 

lipid rafts? 

160 



To support the hypothesis that the properties of the signalosome in CDS+ T-cells differ from that of 

CD4+ T-cells we assessed the effect of lipid raft disruption on T-cell proliferation. Data revealed 

that CDS+ T-cells were less sensitive to a low concentration (0.5 mM) of P-methyl cyclodextrin, a 

lipid raft disrupting agent, as compared to CD4+ T-cells (Fig. 4). Whereas the proliferative 

response of CD4+ T-cells of young and elderly donors was completely abolished, there still 

remained a partial response of CDS+ T-cells to TCR/CD2S stimulation. These observations 

suggested differential intrinsic properties of lipid rafts in CD4+ T-cells as compared to CDS+ T-

cells which may result in a differential mode of signaling. These data may also explain the 

differential kinetic of IL-2 production by CD4+ and CDS+ T-cells (Fig. 1 ). 

One key component of lipid rafts is cholesterol which serves to stabilize their structure and to 

modulate their fluidity (42). The concentration of cholesterol was 1.6-fold higher in lipid raft 

fractions prepared from CD4+ and CDS+ T-cells in the case of elderly subjects as compared to 

young individuals (Table 2). The anisotropy of CD4+ and CDS+ T-cells and lipid rafts fractions 

prepared from these ce11s was increased by approximately 10 % in the case of elderly donors 

(Table 3), suggesting an inverse correlation between lipid raft cholesterol content and plasma 

membrane fluidity. The cause of the increase in the concentration of cholesterol in resting T-cells 

with aging is not known but may be the result of an imbalance in cellular cholesterol metabolism 

(43,44). Preliminary data from our laboratories indicate that significant changes occur with aging 

in the HDL-mediated reverse cholesterol transport (manuscript in preparation). This mechanism is 

lipid raft-dependent ( 45) and suggests that its deregulation may contribute to the elevated plasma 

membrane cholesterol content in T-lymphocytes from normolipemic elderly humans. Altogether, 

the increased cholesterol content and decreased fluidity of the membrane found here in both T-cell 

subsets reinforce our previous data in T-cells (25), contributing to a functional decrease, however 
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can not give an explanation for the differential fonctional behaviour between these T-cells subsets. 

In this context, another question arises conceming the properties of the lipids which make up the 

lipid rafts. We showed a quantitative increase in raft cholesterol with aging but changes in 

oxidative status should alter lipid rafts properties and fonction. Since CDS+ T-cells possess a 

cytotoxic activity via their granules, they may be gifted with a higher protection against oxidation 

and other aggressions than CD4+ T-cells, also explaining why they were less affected by immune 

senescence. Moreover, unsatured fatty acids were shown to inhibit T-cell activation and fonctions 

by selectively displacing signaling molecules from lipid rafts. Thus, changes in fatty acid 

composition may also explain discrepancies between young and elderly donors as well as between 

CD4+ and CDS+ T-cells from the same donor. We are currently addressing these questions. 

In view of the alterations in plasma membrane cholesterol concentration in lipid rafts, we also 

analyzed the distribution of the ganglioside Ml. The GMl fluorescence intensity in CD4+ and 

CDS+ T-cells of elderly individuals was more than two-fold higher than that measured in the 

corresponding T-cells of young donors (Fig. 6). The increase in GMl may have critical effects on 

T-cell fonctions that depend on lipid rafts, namely the recruitment of proteins involved in the early 

events of signaling. In this context, it has been reported that over-expression of membrane 

microdomains constituents (46) such as GMl in PC12 cells can suppress nerve growth factor 

signals by modulating signal-transducing molecule localization and plasma membrane fluidity 

( 47). As a corollary, high level of GMl in lipid rafts of resting CD4+ T-cells of elderly individuals 

may interfere with GMl turnover (36), resulting in defects in early T-cell signaling as well as in 

IL-2 production (Fig. 1). 

Moreover, lipid rafts of CD4+ and CDS+ T-cells behave differently in polarization experiments 

induced by anti-TCR/CD2S-coated beads. While the beads induced lipid raft polarization to the 
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region of contact in CD4+ T-cells of young and elderly individuals, the beads failed to induce 

coalescence in CD8+ T-cells ofboth groups of donors (Fig. 6). Recently, it was suggested that the 

expression of CD8 gives the cell a "dominant-negative" phenotype towards lipid rafts polarization 

(18) as it occurred in immature CD4+CD8+ T-cells (48). Thus, lipid raft fonctions may be 

determined during T-cell selection by an unknown mechanism. Altogether, these data suggest that 

CD4+ T-cells rely profoundly on lipid rafts to reach a full state of activation, while CD8+ T-cells, 

due to their pre-existing signalosome, could circumvent "lipid rafting". This raised the possibility 

that similar age-related changes in lipid raft cholesterol composition may affect differentially 

CD4+ and CD8+ T cells, the former being much more affected. 

The end-point of lipid raft fonction is to induce the formation of the immunological synapse via 

supramolecular activation clusters (SMAC) (49,50). The data of O'Keefe et al. (51) showed that 

the formation of SMAC is not required for activation of naïve CD8+ T-cells, giving support to data 

presented here on the differential sensitivity of activation between CD4+ and CD8+ T-lymphocytes. 

This reinforces our hypothesis that CD4+ T-cells do not behave in the same manner as CD8+ T-

cells in aging due do their differential mode of signaling. The triggering of CD28 is a critical step 

for lipid raft polarization which results in SMAC formation leading ultimately to IL-2 production 

(52). In this context, we investigated and present here for the first time, the CD28 signalling in 

CD4+ and CD8+ T cells by assessing Akt activation in aging. PK.BI Akt is a tyrosine kinase which 

is recruited to the plasma membrane, in a CD28- and PBK- dependent event (signal 2), where it is 

phosphorylated and activated (37,38). Akt was weakly activated in CD4+ T-cells of elderly 

subjects but not affected in the case of CD8+ T-cells (Fig. 8). These data indicate a critical 

alteration in CD28 signaling in CD4+ T-cells of elderly subjects, which can not be explained by the 

slight change in CD28 expression. Paradoxically, the marked increase in CD2810
w CD8+ T-cells did 
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not affect Akt activation. Moreover, in v1ew of the pleitropic effects of Akt, its decreased 

activation also suggested that in CD4+ T-cells, downstream signaling events including the up-

regulation of the transcription factors, NF-KB and NF-AT, would be impaired which would result 

in defects in cytoskeletal rearrangements, cell cycling and ultimately in a decreased production of 

IL-2 in T-cells (53,54). Thus the differential alterations in CD2S signalling between CD4+ and 

CDS+ T-cell subsets explained the fonctional alterations of lipid rafts with aging leading to 

modified signalling and fonction mainly in CD4+ T-cells. 

These results explain one very important finding in immunosenescence which is the differential 

sensitivity of CD4+ and CDS+ T-cells towards activation induced cell death (AICD). CD4+ T cells 

are more susceptible to AICD than CDS+ T cells (26). This can be explained by the differential 

signaling of CD2S towards Akt activation as this pathway mediates the survival/apoptosis of T 

cells. Moreover, our published data show that the level of expression of receptors is not the best 

marker for cellular fonction but the differential localization of receptors, such as Toll-like 

receptors and/or signaling molecules would influence cell signaling and ultimately immune 

fonction. In this context, we demonstrate here that CD2S is more weakly associated with lipid rafts 

after stimulation in CD4+ T-cells with aging contrary to CDS+ T-cells (Fig. 9). Altogether these 

data suggest that the expression of CD2S is not the determinant for T-cell activation, but its 

localization to lipid rafts would determine the fate of the activation. 

Recently, it has been shown that changes in lipid raft machinery also occur m autoimmune 

diseases such as in systemic lupus erythematosus (SLE). Jury et al. demonstrated in their paper 

that p56Lck was over-associated in lipid rafts of CD3+ T-cells, explaining the hyperactivity of these 

cells in SLE patients (35). Based on the data presented here, we suggest that the changes in lipid 

raft composition and fonctions lead to impaired p56Lck activation and may be a main cause of the 
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alterations in CD4+ T-cell fonctions and consequently in immune senescence. In contrast, lipid 

rafts behave differently in CDS+ T-cells where the changes in plasma membrane properties in 

aging have fewer consequences on their activation. These alterations results partly from the 

differential signalling impairment of CD2S co-stimulatory molecules with aging, between CD4+ 

and CDS+ T-cells. 

In summary, our results suggest an essential role for lipid rafts in T-cell fonction alterations in 

aging, affecting mainly CD4+ T-cells. Further studies in this field will help for a better 

understanding of the role of lipid rafts in immune senescence as well as the role of each T-cell 

subset in age-related immune deficiency. 
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Figures legends 

Fig. 1. Intracellular measurement of interleukin-2 production in CD4+ and CDS+ T-cells of 

young and elderly individuals. Freshly isolated CD4+ and CDS+ T-lymphocytes were 

exposed for the indicated periods of time to a combination of anti-CD3 and anti-CD2S 

mAbs, in the presence of Brefeldin A (1 µM). The cells were collected and fixed in PBS 

containing 1 % paraformaldehyde for 10 min. Membrane permeabilization was achieved 

using saponin 1 %. Flow cytometry analysis was performed using a FITC-conjugated anti-

IL-2 antibody. Fluorescence data are shown for IL-2 synthesis in (A) CD4+ and (B) CDS+ 

T-cells from young donors. Results are also shown in the case of (C) CD4+ and (D) CDS+ 

T-cells from elderly donors. Control ( c) corresponds to the fluorescence measured using the 

FITC-conjugated secondary antibody. Histograms from 1 representative experiment are 

shown. Experiments were performed in duplicate from 3 different donors in each age-

group. 

Fig. 2. TCR and CD28 expression in CD4+ and CD8+ T-cells from young and elderly 

donors. T-lymphocytes were labelled with a FITC-conjugated anti-CD3 mAb or with a 

combination of an anti-CD2S mAb and a FITC-conjugated secondary Ab. After washings, 
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the cells were analyzed by flow cytometry analysis. (A) Expression of CD3+ cells in PBL 

from young and elderly donors. (B) Expression of CD28 on CD3+ cells from young and 

elderly donors. Bold lines correspond to young donors, dotted lines to elderly donors and, 

thin continuous line to the isotype Ab. (C) Expression of CD28 on CD3+ and CD4+ purified 

T-cells from young donors. (D) Expression of CD28 on CD3+ and CD8+ purified T-cells 

from young donors. (E) Expression of CD28 on CD3+ and CD4+ purified T-cells from 

elderly donors. (F) Expression of CD28 on CD3+ and CD8+ purified T-cells from elderly 

donors. The arrows indicate the levels of the CD2810
w population. Bold lines correspond to 

the relevant Ab and dotted cells to irrelevant isotypic Ab. Histograms from 1 representative 

experiment are shown. Experiments were performed in duplicate from 8 different donors in 

each age-group with similar results. 

Fig. 3. Activation of p56Lck and LAT in CD4+ and CD8+ T-cells from young and elderly 

subjects. CD4+ and CD8+ T-cells were exposed to a combination of an anti-CD3 (5 µg/ml) 

and an anti-CD28 (5 µg/ml) mAb. Tyrosine-phosphorylated p56Lck, LAT and Akt were 

detected by Western blotting using an anti-phosphorylated p56Lck mAb (p-p56Lc\ dilution 

1:500), an anti-phosphorylated LAT mAb (p-LAT, 1:1000). In each case, protein detection 

was done using a horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody. The cells were 

exposed to the stimuli for 1 min (p56Lck) and 5 min (LAT). The levels of protein expression 

were determined using anti-p56Lck (1:1000) and anti-LAT (1:2000) mAbs. Results show 

the levels of p-p56Lck and p56Lck in resting and activated CD4+ (A) and CD8+ T-cells (B) of 

young and elderly donors, as indicated. The same experiments were performed for p-LAT 
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and LAT in resting and activated CD4+ (C) and CD8+ T-cells (D). Experiments were 

performed on cells from 5 different donors of each age-group with similar results. 

Fig. 4. Incorporation of [3H] thymidine in CD4+ and CD8+ T-cells of young and elderly 

subjects. Purified CD4+ and CD8+ T-cells (2 x 105 lymphocytes/well) were cultured in the 

presence of an anti-CD3 mAb or with a combination of an anti-CD3 mAb and an anti-

CD28 mAb for 72 h in 96-well culture plates. In some experiments, the cells were treated 

with MBCD (0.5 mM or 10 mM) for 1hat37°C and washed prior to stimulation. Data are 

shown as the mean cpm ± SD in the case of (A) CD4+ and (B) CD8+ T-cells from 4 

different young (empty columns) and 4 different elderly donors (filled columns). 

Significant differences between young and elderly donors are indicated by asterisks (, p < 

** + + *** 0.01; , p < 0.05) and between CD4 and CD8 by (p < 0.001). 

Fig. 5. GMl expression in resting and activated T-cells of young and elderly subjects. 

CD4+ and CD8+ T-cells were left untreated or were exposed (48 h) to a combination of 

anti-CD3 and anti-CD28 mAbs. The cells were fixed with paraformaldehyde and labelled 

with Alexa 594-conjugated choiera toxin B subunit for microscopy analysis. After washing, 

the cells were resuspended in PBS and mounted in coverslips. Data show images in 

pseudo-color of the distribution of fluorescence in resting (A) and activated (C) CD4+ T-

cells and resting (B) and activated (D) CD8+ T-cells of young donors. Similar images in 

pseudo-color are shown in the case of resting (E) and activated (G) CD4+ T-cells and 

resting (F) and activated (H) CD8+ T-cells of elderly donors. Mean fluorescence intensities 

(MFI) of resting (I) and activated (J) T-cells of young (empty columns) and elderly 
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individuals (filled columns) labelled with FITC-conjugated CTxB. Data are shown as the 

mean ± SD of 5 different donors in each age-group and, significance, as an asterisk (p < 

0.01). The scale bars correspond to 4 µm. 

Fig. 6. Lipid raft polarization in CD4+ and CD8+ T-lymphocytes induced by CD3/CD28-

coated beads: effects of aging. CD4+ and CD8+ T-cells were incubated for 20 min with 

anti-CD3- and anti-CD28-coated beads at 37°C. Cell/bead complexes were allowed to 

adhere to poly-L-lysine coated coverslips and fixed in paraformaldehyde (1 %). The cells 

were labelled with Alexa 594-conjugated CTxB for 15 min at 4°C. Images captured by 

fluorescence microscopy represent, in pseudo-color, lipid raft distribution of resting (A) 

and coated bead-exposed (B) CD4+ T lymphocytes of young donors. Similar experimental 

conditions are shown in the case of resting (C) and coated bead-exposed (D) CD8+ T-cells 

of young donors. Results obtained with CD4+ T-cells from elderly donors shown in resting 

(E) and activated (F) cells. Data corresponding to resting (G) and coated bead-exposed (H) 

CD8+ T-cells from elderly donors are also presented. The scales bars correspond to 5 µm. 

Images are from 1 representative experiment. Experiments were repeated with 5 different 

donors in each age-group with similar results. 

Fig. 7. Lipid raft-associated and activated p56Lck and LAT in CD4+ and CD8+ T-

lymphocytes: effects of aging. CD4+ and CD8+ cells were stimulated with a combination of 

anti-CD3 (5 µg/ml) and anti-CD28 (5 µg/ml) mAb for 1 min in the case of p56Lck studies 

and for 5 min in the case of LAT. The cells were lyzed in a buffer containing 0.5% Triton 

X-100. Lipid rafts were obtained by sucrose gradient centrifugation (100,000 x g, 16 h). 
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GMl-positive fractions (1 to 3) were pooled, sized on SDS-PAGE and transferred to a 

membrane. Western-blotting experiments were done using an anti-LAT mAb (dilution 

1: 1000) and an anti-p56Lck mAb (1 :250). Western blot analysis (A) lower panels show the 

densitometric analysis of the association of p56Lck in lipid raft fractions in the case of 

resting and activated CD4+ T-cells from young (empty columns) and elderly individuals 

(filled). Western blot analysis (B) semi-quantification of the association of p56Lck in lipid 

raft fractions in the case of resting and activated CD8+ T-cells from young ( empty 

columns) and elderly individuals (filled). Western blot analysis (C) semi-quantification of 

the association of LAT in lipid raft fractions in the case of resting and activated CD4+ T-

cells from young (empty columns) and elderly (filled) individuals. Western blot analysis 

(D) semi-quantification of the association of LAT in lipid raft fractions in the case of 

resting and activated CD8+ T-cells from young (empty columns) and elderly (filled) 

individuals. Western blotting experiments were done using mAb directed against phospho-

Tyrosine (clone PY99). The same western blot analysis (E) semi-quantification of the 

association of p-p56Lck in lipid raft fractions in the case of resting and activated CD4+ and 

CD8+ T-cells from young (empty columns) and elderly (filled) individuals. The data 

concerning LAT (p-LAT) are represented in (F). The densitometry analysis are shown as 

the mean ± SD of 5 different donors for each age-group. Statistical significance is shown 

. * ** *** by astensks ( , p < 0.001; , p < 0.01, , p < 0.05). 

Fig. 8. Activation of Akt in CD4+ and CD8+ T-cells from young and elderly subjects. CD4+ 

and CD8+ T-cells were exposed to a combination of an anti-CD3 (5 µg/ml) and an anti-

CD28 (5 µg/ml) mAb. Phosphorylated-Akt was detected by Western blotting using anti-
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phosphorylated Akt mAb (p-Akt, 1: 1000). In each case, protein detection was done using a 

horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody. Loading controls were performed 

using anti-Akt (1:1000) mAbs. Results show the levels of p-Akt and Akt in resting and 

activated CD4+ from young and elderly donors (A and B, respectively) as well as for CDS+ 

T-cells from young and elderly donors (C and D, respectively), as indicated. Experiments 

were repeated with 5 different donors in each age-group with similar results. 

Fig. 9. CD2S association with lipid rafts assessed by flow cytometry. CD4+ and CDS+ T-

cells were assessed for CD2S association with lipid rafts by sensitivity towards Triton X-

1 OO treatment. T-cells were stained with FITC-conjugated anti-CD2S mAbs and analyzed 

by flow cytometry. The light line corresponds to isotype control; the bold line corresponds 

to non-treated T-cells while the dashed line corresponds to Triton X-100-treated T-cells. A 

shift in fluorescence ( decrease) indicates that CD2S was associated with lipid rafts while no 

change indicates no association of CD2S with lipid rafts. A representative graph of resting 

and activated CD4+ (A) and CDS+ T-cells (B) from young donors.The same graphs are 

shown in the case of CD4+ (C) and CDS+ T-cells (D) from elderly donors. The 

experiments were performed for 3 different donors of each age-group and gave similar 

results. 
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Table 1 

Percentage of IL-2-positive CD4+ and CDS+ T-lymphocytes from young and elderly 

individu ais 

Stimulus 

CD4+: 

None 

CD3/CD28 
(MFI) 

CD8+: 

None 

CD3/CD28 
(MFI) 

young 

1.4 ± 0.6 

8.4 ± 1.4 
(12.2) 

0.2 ± 0.1 

35.7 ± 4.2 
(15.7) 

6h 

elderly 

0.5 ± 0.2 

3.9 ± 12* 
(15.7) 

1.1 ±0.4 

24.7 ± 8.1 
(13.9) 

IL-2-positive cells (%) 

12 h 

young elderly 

1.9 ± 0.6 0.9± 0.5 

58.4 ± 7.8 18.1 ±4.2* 
(28.3) (13.1) 

0.5 ± 0.2 1.4 ± 0.4 

47.8 ± 11.4 38.4 ± 7.1 
(19.7) (18.1) 

young 

2.4 ± 0.4 

71.6 ± 6.8 
(95.4) 

1.1±0.3 

58.7 ± 4.5 
(27.7) 

24h 

elderly 

1.4 ± 0.2 

48.3 ± 8.4* 
(22.1) 

1.7 ± 0.8 

49.0 ± 8.7 
(25.8) 

CD4+ and CD8+ T-lymphocytes were left untreated or exposed for the indicated periods of time 

to a combination of anti-CD3 and anti-CD28 mAbs, in the presence ofbrefeldin A (1 µM). The 

cells were collected, fixed in PBS containing 1 % paraformaldehyde (10 min) and plasma 

membrane permeabilized by treatment with saponin (1 % w/v). Flow cytometry analyses were 

performed using a FITC-conjugated anti-IL-2 antibody. Significant differences in percentage 

of IL2+ cells between the groups of age are indicate by * (p < 0.01). Data represent mean±SD 

from experiments of 3 different subjects from each age-groups. 
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Table II 

Cholesterol content in CD4+ and CDS+ T-lymphocytes from young and elderly individuals 

Cholesterol content (nM) 

CD4+ (cell lysate) 

CDS+ ( cell lysate) 

CD4+ (raft fraction) 

CDS+ (raft fraction) 

young donors 
(n=3) 

41.0±S.l 

45.2 ± 4.3 

lS.3±2.1 

19.0 ± 5.2 

elderly donors 
(n=3) 

64.7 ± 6.2 * 

72.0 ± 11.6 * 

2S.4 ± 3.7 * 

29.5 ± 5.4 * 

CD4+ and CDS+ T-lyrnphocytes (107 cells) were lyzed; lipids were extracted and analyzed by 

HPLC. Data are shown as mean ± SD (n = 3) for cholesterol content in CD4+ and CDS+ T 

lymphocyte lysates and lipid raft fractions prepared from these cells. Significant differences 

between the groups of donors are indicated by * (p < 0.05). 
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Table III 

Fluorescence anisotropy of CD4+ and CD8+ T-lymphocytes from young and elderly 

individuals 

Cells and cell fraction Anisotropy (r) 

young donors elderly donors 
(n=6) (n=6) 

CD4+ (cell lysate) 0.219 ± 0.003 0.246 ± 0.011 * 

CD8+ ( cell lysate) 0.224 ± 0.004 0.251 ± 0.009 * 

CD4+ (raft fraction) 0.219 ± 0.003 0.246 ± 0.011 * 

CD8+ (raft fraction) 0.224 ± 0.004 0.251 ± 0.009 * 

CD4+ and CD8+ cells were labelled with the fluorescent probe DPH and fluorescence anisotropy 

was measured using a spectrofluorimeter. Data are shown as the mean ± SD of 6 independent 

experiments in each age-group. Significant differences between young and elderly donors are 

indicated by an asterisk (*, p < 0.001). No differences were found within T-cell subpopulations of 

the same age group. 
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6. DISCUSSION 

6.1 Inflam-Aging 

La personne âgée subit des infections répétées et met plus de temps à se rétablir d'une 

infection, même bénigne. L'inflammation chronique des sujets âgés serait en parti responsable de 

ce phénomène (Franceschi et al. 2000). En effet, le statut pro-inflammatoire des personnes âgées 

même s'il est faible(« low-grade inflammation») crée un environnement défavorable à la réponse 

immunitaire (Bruunsgaard, 2002). L'Inflam-Aging se traduit par une augmentation de la 

concentration circulante de TNF-a, interleukine-6. Cette dernière, responsable de la phase aiguë de 

la réponse immune, va perturber les interactions cellulaires (Brod, 2000). L'augmentation des 

cytokines pro-inflammatoires dans la circulation va placer les cellules dans un environnement pro-

inflammatoire. Les lymphocytes, très sensible aux changements externes, vont donc se trouver 

dans un état de stress chronique. La chronicité de ce stress va engendrer le « hormesis ». Dans 

certains cas une stimulation chronique ou répétée(« hormesis ») va rendre les cellules plus alertes 

à une prochaine stimulation (Rattan, 2004; Hercus et al. 2003). Dans d'autres cas, ces stimulations 

vont exaspérer la cellule et épuiser ses capacités à répondre. C'est ce qui pourrait se passer avec les 

lymphocytes T dans le cas du vieillissement. Les stimulations antigéniques, cytokiniques en plus 

des attaques radicalaires répétées vont cibler les organes et cellules de l'organisme incluant les 

lymphocytes T. Ce sont ces conséquences que nous observons dans les données du Manuscript I, 

présentées dans cette thèse. 

6.2 Immunosénescence 

L'étude du vieillissement biologique a permi de mettre en évidence plusieurs changements 

dans 1' organisme et dans le système immunitaire. Plusieurs types cellulaires sont touchés par 
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l'immunosénéscence (Fulop et al. 2004; Mocchegiani et al. 2004; Grewe et al. 2001). 

Actuellement, il est évident que les lymphocytes T sont les cellules les plus affectées par le 

vieillissement (Castle, 2000). La plupart des études ont montrés des déficiences dans la capacité de 

ces lymphocytes T à proliférer ainsi qu'a produire l'interleukine-2. L'IL-2 est la cytokine de 

prédilection des lymphocytes T. C'est la quantité d'IL-2 qui va déterminer l'intensité et la durée de 

la réponse lymphocytaire. L'IL-2 à un effet paracrine et autocrine puisque les lymphocytes T 

expriment le récepteur à l'IL-2 (CD25) lorsqu'ils sont activés. La production d'IL-2 est donc un 

paramètre important et un marqueur de la capacité des lymphocytes T à répondre à un challenge 

antigénique. Dans le cas de 1' étude des lymphocytes T avec le vieillissement, la communauté 

scientifique spécialisée dans l'immunosénescence est d'accord avec le fait que les lymphocytes T 

humains perdent la capacité à produire l'IL-2 (Gina/di et al. 1999) lors de la stimulation du TCR et 

du CD28. Le vieillissement s'accompagnant de la diminution d'expression du CD28 (Fagnoni et 

al. 1996), de nombreux groupes pensent que c'est la perte du CD28 qui est responsable de 

l'immunosénescence. Cette perte va être parallèle à la perte des télomères, ce qui vient encore 

ajouter du crédit à cette hypothèse. Cependant, la perte des télomères est supposée survenir lors 

des divisions cellulaires. Or les cellules naïves de la personne âgée ne sont pas supposé subir de 

division donc cela laisse supposer que la perte du CD28 ne reflète pas la population lymphocytaire 

totale mais un sous-type de lymphocyte T, les cellules mémoires. Malgré l'impact que peut avoir 

l'immunosénescence, peu d'études sur le sujet sont menées. De nos jours il est accepté que ce sont 

les cellules CD8+ qui subissent la perte du CD28. Toutefois, l'immunosénescence a surtout 

considéré les cellules CD4+ comme étant les responsables des défauts immunitaires. Donc la perte 

du CD28 par les cellules T CD8+ serait un marqueur sans conséquence majeure dans leurs 
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fonctions, alors que l'immunosénéscence cause des dommages importants dans les fonctions des 

cellules T CD4+. 

7. Radeaux lipidiques et vieillissement 

7.1 L'augmentation du cholestérol membranaire 

Nous avons montré dans le manuscript 1 que les radeaux lipidiques subissent des modifications 

avec le vieillissement. Ces modifications incluent une augmentation du cholestérol ainsi qu'une 

diminution de la fluidité des radeaux lipidiques chez les lymphocytes T CD3+. La rigidité 

membranaire est un phénomène connu, même dans le domaine du vieillissement in vitro, 

cependant c'est la première démonstration de la baisse de fluidité des radeaux lipidiques et surtout 

de l'augmentation de leur contenu en cholestérol in vivo. Il est important de préciser ici que la 

fluidité est diminué de l'ordre de 10 à 20 % lors du vieillissement chez les lymphocytes T. Un 

changement de 10 à 20 % d'un paramètre n'implique pas forcément un impact sur la 

fonctionnalité. Il arrive par exemple que des paramètres sanguins puissent être influencés jusqu'à 

100 % sans pour autant avoir un impact sur les fonctions de l'organisme. Cependant, la fluidité est 

mesurée via l'anisotropie. Cette anisotropie est une valeur arbitraire qui ne peut pas evoluer au 

delà de 50 % auquel cas les fonctions cellulaires ne sont plus assurées et la cellule va pour mourir. 

C'est ce qui arrive lors de l'apoptose (Trubiani et al., 2005) ou lors de la nécrose où la membrane 

est fendue (Rubin et al, 1982). 

Cette augmentation du cholestérol membranaire est inexpliquée. En effet, les donneurs sont 

selectionnés selon le protocol SENIEUR (Lighart et al. 1984), leur état de santé ne doit laisser 

couvrir aucune maladie. Ainsi les patients souffrant de démence, de troubles cardiaques, 

d'infections ne sont pas admis à l'étude. De même que les patients en rétablissement d'un cancer, 
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souvent traité par la chimiothérapie. Aussi, les donneurs ne doivent prendre aucune médication de 

prescription telle que les statines qui ont des effets sur le système immunitaire et notamment les 

lymphocytes T. Les donneurs à jeûn sont aussi contrôlés pour leur formule sanguine, le taux de 

cholestérol total, de HDL, de LDL et de triglycérides. Le taux de protéine C réactive est aussi 

mesuré afin de détecter une éventuelle inflammation ainsi que le taux de PSA chez les donneurs de 

sexe masculin afin de déceler une éventuelle perturbation du fonctionnement prostatique. Donc 

malgré la conformité de tous ces paramètres chez les donneurs ayant participé à l'étude, 

l'augmentation du cholestérol chez les lymphocytes T existe. De plus, elle est spécifique à ce type 

de cellule puisque les mêmes études ont été menée chez les neutrophiles et aucun changement 

significatif n'a pu être décelé (non publié). Une autre étude à démontré l'augmentation du 

cholestérol de la membrane des cellules nerveuses au niveau cérébrale (Wood et al. 2002). Cela 

laisse supposer que l'augmentation du cholestérol membranaire est spécifique aux cellules à 

longue durée de vie, comme les neurones qui durent toute une vie et les lymphocytes, comme les 

lymphocytes mémoires pouvant persister plusieurs décennies. Les neutrophiles sont des cellules à 

courte durée de vie, en 24 heures elles entrent en apoptose. Cela vient donc supporter cette 

hypothèse. Maintenant pourquoi le cholestérol membranaire n'est pas régulé correctement avec le 

vieillissement ? 

7.2 Métabolisme du cholestérol cellulaire et vieillissement 

Plusieurs hypothèses sont possibles en regard du métabolisme du cholestérol cellulaire. 

Premièrement, il peut s'agir d'une augmentation dans la production du cholestérol par les cellules 

via la surexpression ou l'augmentation de l'activité de la HMG-CoA réductase. Cette hypothèse 

n'est pas validée par les résultats de la littérature (Stulnig et al. 1995) qui prouvent que l'activité de 
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cette enzyme ne change pas au cours du vieillissement. Aussi, lorsque le cholestérol est en excès, 

l'enzyme ACAT va l'estérifier et le stocker dans des vésicules intracellulaires (Chang et al. 2001). 

Un défaut dans l'activité de la ACAT est possible (Cao et al. 1996) d'autant plus que cette 

estérification sert de purification pour la cellule. En effet, le cholestérol est un lipide nécessaire à la 

survie et au métabolisme lymphocytaire, mais un excès est toxique et donc néfaste. Une autre 

hypothèse crédible est la dérégulation du transport inverse du cholestérol. Ainsi l'échange du 

cholestérol entre les HDL et la membrane lymphocytaire (Xu et al. 1992 a) pourrait être défaillant. 

Cette défaillance peut intervenir à deux niveaux, soit c'est la membrane qui ne reconnait pas les 

HDL et qui a du mal à initier cet échange, soit les HDL ont des propriétés différentes avec le 

vieillissement (Barter, 2004) qui font que même si cet échange a lieu, il se fait de manière moins 

intense comparativement à des sujets jeunes. 

Un des points important est donc de savoir si les HDL possèdent un récepteur spécifique chez les 

lymphocytes (Xu et al. 1992 b). Si tel est le cas, on pourrait comprendre que des défauts de 

signalisation dans les voies du potentiel récepteur des HDL pourraient expliquer des défauts dans 

le métabolisme du cholestérol. 

À ce jour, nous avons pu déterminer que l'échange de cholestérol entre la membrane et les 

transporteurs se fait via les radeaux lipidiques (non publié). En effet, les HDL et l'apolipoprotéine-

A vont s'associer aux lipides des radeaux lipidiques (Drobkin et al. 2002). Cette association va 

induire un premier échange de cholestérol des radeaux lipidiques vers les transporteurs (Fielding et 

al. 2001). Seulement 15 % du cholestérol membranaire total va être extrait par les HDL, cependant 

ce« low pool» est extrait très rapidement, en moins de 120 minutes avec un pic à 60 min. C'est 

l'extraction du cholestérol des radeaux lipidiques qui va être la condition pour que le cholestérol 

des autres domaines de la membrane soit extrait (Drobkin et al. 2002). Cette deuxième extraction, 
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qui représente 85 % du cholestérol « high pool» va cependant nécessiter beaucoup plus de temps, 

de 12 à 48 heures. Elle nécessite aussi la participation de la ATP-Binding-Cassette-Al, c'est un 

mécanisme qui nécessite plus d'énergie de la part de la cellule. Ainsi, le « low-fast pool» va 

induire l' extration du « high-slow pool » de cholestérol (Drobkin et al. 2002). Une modification du 

contenu en cholestérol des radeaux lipidiques va donc initier un mécanisme de régulation au 

niveau de la cellule en entier. On sait maintenant que la fluidité ainsi que l'organisation lipidique 

peuvent influencer les mouvements protéiques, les échanges lipidiques ainsi que les mécanismes 

de signalisation. On peut donc supposer que la rigidité membranaire avec le vieillissement peut 

aussi interférer avec ces mécanismes d'échanges du cholestérol. 

7.3 Le stress oxydatif et le transport du cholestérol avec le vieillissement 

Les HDL sont des transporteurs qui vont permettre de prendre le cholestérol cellulaire et 

plasmatique afin de le mener jusqu'au foie où il sera stocké via les chylomicrons. Des études in 

vitro ont montrés que pour un même degré d'oxydation les HDL de personnes âgés présentent plus 

de dommages oxydatifs que les HDL de personnes jeunes (Khalil et al., 1998), des études réalisées 

chez la souris présentent les mêmes résultats (Aviram et al. 1998). Ainsi, les HDL perdent de leurs 

capacités anti-oxydantes avec le vieillissement. On peut supposer que le stress oxydatif normal 

présent in vivo va induire une plus grande susceptibilité des HDL à l'oxydation au cours du 

vieillissement (Khalil et al. 1998). L'oxydation des lipides composants les HDL va induire un 

changement dans la disposition et la conformation de ces HDL. Cela peut être le cas de 

l'apolipoprotéine Al (Apo-Al) qui perd alors sont potentiel de transporteur (Gardner et al. 2000). 

Les HDL sont connues pour être anti-inflammatoires (le «bon » cholestérol), de part le rôle 

qu'elles jouent dans l'athérosclérose contrairement au LDL (le «mauvais» cholestérol). 
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Cependant, lors d'une inflammation chronique, les attaques radicalaires peuvent affecter la 

fonction des HDL qui peuvent devenir pro-inflammatoire (Van Lenten et al. 2001). C'est ce qui 

fait de l'athérosclérose un processus long et chronique. Cela nous laisse supposer que les HDL des 

personnes âgées sont dotées de pouvoirs anti-oxydant amoindris ce qui pourrait les fait tendre vers 

un phenotype pro-inflammatoire plutôt que la normale et qui expliquerait qu'ils ne peuvent exercer 

leur rôle de transporteur de manière adéquate. 

Si maintenant on suppose que la partie extrinsèque du transport se fait de manière adéquate par les 

HDL mais que c'est une cause intrinsèque à la cellule, on peut penser à l'état du cholestérol dans la 

membrane des lymphocytes. En effet, les HDL pour garder leur phenotype anti-inflammatoire ne 

reconnaissant que le cholestérol tel qu'il est à l'état natif. Si le cholestérol a subit des modifications 

telle que l'oxydation, les HDL ne pourront possiblement pas le reconnaitre et le transporter. Les 

lipides oxydés tel que le 25-hydroxycholesterol sont reconnus par les récepteurs dit « scavenger » 

qui n'ont aucune spécifité et peuvent même accepter par exemple des LDL oxydés (Bou/lier et al., 

2001). Nous n'avons pas pu mesurer l'état d'oxydation du cholestérol de la membrane des 

lymphocytes T, nous ne pouvons donc pas valider par des résultats expérimentaux cette hypothèse. 

Cependant, comme les attaques radicalaires ciblent les membranes en premier lieu, on peut 

supposer que cette hypothèse soit vrai. D'autant plus que plusieurs preuves sont maintenant 

présentes pour appuyer notre hypothèse (Christ et al. 1993; Kata et al. 1998; Nguyen et al. 2003). 

L'étude de la quantité de cholestérol dans les sous-populations de lymphocytes CD4+ et CD8+ a 

permis de démontrer l'augmentation du cholestérol dans ces deux populations avec le 

vieillissement. Cependant, aucune différence dans ce paramètre n'a été decelé entre ces 
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populations (Manuscript IV). La diminution de fluidité ainsi que l'augmentation de cholestérol des 

radeaux lipidiques touchent donc indifférement les cellules CD4+ et CDS+. 

8. Fonctions des radeaux lipidiques avec le vieillissement 

Dans le Manuscript II, nous avons demontré que la coalescence des radeaux lipidiques induite par 

des billes enduites d'anticorps anti-CD3 et anti-CD28 est significativement diminuée lors du 

vieillissement. Cela laisse supposer que l'activation peut en être affectée. Lors de ces expériences, 

la coalescence n'était pas visible pour toutes les cellules, cependant pour les cellules où un 

regroupement des radeaux lipidiques GMl-positif était significatif, la coalescence n'était que 

partielle pour les lymphocytes T de personnes âgées. Nous avons pu corréler la diminution de 

coalescence avec la quantité de molécules de signalisation dans les radeaux lipidiques lors du 

vieillissement. 

p56Lck est moins associé aux radeaux lipidiques à l'état basal. Il est connu que lors du 

vieillissement, l'association entre p56Lck et les co;écepteurs peut être défaillante (Tinkle et al. 

1998). Cela peut expliquer pourquoi cette molécule est moins associée aux radeaux lipidiques 

puisque les corécepteurs sont associés aux radeaux lipidiques (Balamuth et al. 2004; Arcaro et 

al.2001; Fragoso et al. 2003). Cela peut aussi expliquer pourquoi LAT est associé pareillement 

aux radeaux lipidiques des cellules quiescentes avec le vieillissement. En effet, LAT étant déjà 

associé à la membrane, seul l'état de palmitoylation va moduler son association aux radeaux 

lipidiques (Shogomori et al. 2005). 

Nous montrons que le recrutement de pSéck et LAT au niveau des radeaux lipidiques est défaillant 

lors de l'activation lymphocytaire. La quantité de molécules activés dans les radeaux lipidiques 

s'en trouve donc diminuée. pSéck est une molécule cytosolique qui est associée au corécepteur 
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CD4 et CD8 et qui est recrutée dans les radeaux lipidiques lors de l'activation. Par contre, LAT est 

une molécule transmembranaire qui ne possède pas d'activité intrinsèque mais sert de plateforme 

de signalisation à d'autres molécules (Harder er al. 2000). De là, va partir une myriade de signaux 

qui va converger vers la prolifération et la production d'IL-2. 

L'activation des lymphocytes T va initier un cycle des radeaux lipidiques. Ce cycle inclus des 

modifications post-transcriptionnelles telle que la palmitoylation des molécules de signal ce qui va 

induire leur association aux radeaux lipidiques. La fin de l'activation lymphocytaire se traduit par 

la dé-palmitoylation des molécules activatrices afin de les dissocier des radeaux lipidiques 

(Fielding et al. 2004). Ainsi, le défaut de recrutement de LAT aux radeaux lipidiques avec le 

vieillissement peut être dû à un défaut dans ce phénomène de palmitoylation. Des études ont 

clairement démontré qu'un mutant de LAT ne possédant pas de site de palmitoylation ne 

s'associait pas aux radeaux lipidiques (Torgensen et al. 2001). Cette hypothèse est donc valable, 

cependant nous n'avons pas pu mesurer ce paramètre au laboratoire. 

Une autre hypothèse serait l'activité de phosphatases inhibitrices de l'activation lymphocytaire. Il 

est connu que le CD45 joue un rôle primordial dans l'activation de p56Lck en libérant son site 

d'inhibition. L'activité de CD45 ne change pas lors du vieillissement (Pawelec et al. 2001), 

cependant nous avons cherché à déterminer si une localisation différentielle pourrait expliquer une 

activité déplacée vers les radeaux lipidiques de la membrane. Cependant, comme la plupart des 

phosphatases, le CD45 ne se localise pas dans les radeaux lipidiques. Cette hypothèse est donc 

refutée. Malgré tout, si on met en relation le chapitre précédent sur l'oxydation avec ce chapitre on 

peut voir que l'inactivation de CD45 par oxydation à pu rendre des lymphocytes T anergiques tel 

que démontré par Rider et al. (Rider et al. 2003). Il est donc possible que dans 

l'immunosénescence les phosphatases jouent un rôle sous-estimé. Les phosphatases vont réguler 
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l'intensité ainsi que la durée de l'activation lymphocytaire (Mustelin et al. 2003). Leur nombre est 

grand et la liste ne cesse de s'allonger, pour cette raison il faut rester prudent dans le cas où une 

phosphatase aurait des sites de palmitoylation qui lui permettrait de s'associer aux radeaux 

lipidiques (Fawcett et al. 2005). 

8.1 Fonctions des radeaux lipidiques avec le vieillissement : CD4+ 

Le défaut dans l'association des molécules de signalisation aux radeaux lipidiques a aussi été 

étudié dans les sous-populations lymphocytaires CD4+ et CD8+. Nous avons démontré que les 

cellules CD4+ étaient plus touchées par les altérations dans le recrutement de p56Lck et LAT avec le 

vieillissement comparativement aux cellules CD8+. Aussi, la coalescence des radeaux lipidiques 

est déficiente pour les cellules CD4+ de la personne âgée. Les études immuno-gérontologiques se 

sont principalement interessées aux cellules CD4+ (Pawelec et al. 1996; Gina/di et al. 1999) pour 

démontrer les défaillances du système immunitaire avec le vieillissement ( + 65 ans). Ici nous 

apportons notre contribution à la compréhension de l'immunosénescence en montrant dans le 

Manuscript IV que les défauts de signalisation des voies du TCR chez les cellules CD4+ peuvent 

être dues en partie aux changements des propriétés des radeaux lipidiques. Cela explique en partie 

pourquoi ces cellules ne sont pas capables de produire l'IL-2 à un niveau suffisant pour induire une 

prolifération semblable à celle des personnes jeunes (18-25 ans). Nous montrons également 

qu'outre l'augmentation du cholestérol, la quantité de ganglioside Ml est augmentée avec le 

vieillissement. Cette augmentation est inexpliquée mais peut refléter un défaut dans le cycle des 

radeaux lipidiques (Tuosto et al, 2001). Nous avons émis l'hypothèse que lors de ce cycle, les 

étapes de palmitoylation (Shogomori et al. 2005) soient défectueuses expliquant le défaut 

d'association des molécules de signalisation. Il est probable que le cycle soit globalement 
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défectueux et que les lymphocytes régulent moins bien le « tum-over » des radeaux lipidiques avec 

le vieillissement. Cette accumulation de GMl vient de paire avec celle du cholestérol et peut 

expliquer que certains lipides subissent des modifications telles que l'oxydation qui va déterminer 

leur résidence dans la membrane (Spiteller et al. 2002). 

8.2 Fonctions des radeaux lipidiques avec le vieillissement : CDS+ 

Tout comme les lymphocytes CD4+, avec le vieillissement, les lymphocytes CD8+ subissent 

ces mêmes modifications au niveau de la membrane. Cependant, nos études ont montré que les 

conséquences de ces modifications sur les lymphocytes CD8+ sont significativement moins 

importantes. En effet, les lymphocytes CD8+ de personnes âgées sont capables de produire l'IL-2 

pratiquement au même niveau que ceux des sujets jeunes. Un fait intéressant est que les 

lymphocytes CD8+ produisent plus rapidement l'IL-2 que les CD4+, cela laisse supposer que ces 

cellules sont plus sensibles à la même stimulation (Grassmann et al. 1989). Lors de l'analyse de la 

composition des radeaux lipidiques nous avons pu déterminer que les lymphocytes CD8+ 

possèdent, à l'état basal, une quantité de p56Lck et LAT aussi importante que celle présente dans les 

cellules CD4+ activées. Lors de l'activation, il n'y a pas de recrutement significatif, ce qui laisse 

supposer que les lymphocytes CD8+ possèdent une machinerie de radeaux lipidiques pré-formée, 

fonctionnelle. Ceci est en acccord avec une étude mené parallèment à la notre (Kavacs et al. 2002). 

Cela peut expliquer pourquoi les lymphocytes CD8+ produisent l'IL-2 plus rapidement (différence 

significative après 6 heures de stimulation) que les lymphocytes CD4+. L'analyse de la 

composition des radeaux lipidiques des lymphocytes CD8+ n'a pas décelé de diminution 

d'association aussi importante que celle présente chez les lymphocytes CD4+ (Grassmann et al. 

1989) avec le vieillissement. 
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Ces résultats nous indiquent que les cellules CD4+ et CD8+ sont touchées différement lors du 

vieillissement. Il est difficile d'évaluer l'impact de cette différence sur les fonctions immunitaires 

lors d'une réponse antigénique. Cependant, on peut supposer que le système s'adapte afin de 

compenser les défaillances qui peuvent intervenir. 

8.3 Signalisation différentielle entre lymphocytes CD4+ et CD8+ 

Pourquoi les lymphocytes CD8+ ne sont pas atteints de défaillances dans l'activation des molécules 

de signalisation alors qu'ils sont atteints des mêmes changements au niveau de la membrane? 

Malgré la présence de gangliosides M 1, marqueur spécifique des radeaux lipidiques, les 

lymphocytes CD8+ ne nécessitent pas la coalescence des radeaux lipidiques pour être activés 

(Kovacs et al. 2002). Le fait que les radeaux lipidiques peuvent être pré-formés avant toute 

activation peut expliquer le fait que la coalescence ne soit pas nécessaire. Il est aussi connu que les 

cellules CD8+ sont plus sensibles à la stimulation, que leur seuil d'activation soit plus bas. Une 

autre étude a démontré que les cellules CD4+CD8+ immatures ne nécessitent pas non plus la 

coalescence des radeaux lipidiques lors de la stimulation antigénique. L'expression du corécepteur 

CD8 donnerait à la cellule un phénotype « dominant négatif» pour la coalescence des radeaux 

lipidiques puisque l'expression du corécepteur CD8 chez des cellules CD4+ inhibait la coalescence 

des radeaux lipidiques (Ebert et al. 2000). Les cellules CD8+ seraient donc dans un état prêt à 

l'activation alors que les cellules CD4+ nécessiteraient le recrutement des molécules de 

signalisation et la coalescence des radeaux lipidiques pour avoir un niveau d'activation semblable 

à celui des cellules CD8+ (Kelso et al. 1991). Sachant cela, les cellules CD4+ dont la membrane est 

plus rigide avec le vieillissement, pourront avoir des difficultés à mettre en oeuvre toute la 

machinerie des radeaux lipidiques. L'augmentation de la rigidité membranaire des cellules CD8+ 
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aurait moins de conséquences sur leur activation puisque les phénomènes de mobilité à travers la 

membrane ne sont pas sollicités. Cela pourrait expliquer pourquoi les lymphocytes CDS+ ne 

subissent pas de telles altérations dans la signalisation comparativement aux lymphocytes CD4+, 

avec le vieillissement. 

L'immunosénescence serait donc en partie liée aux changements dans la composition des radeaux 

lipidiques avec le vieillissement chez les cellules CD4+ alors que les cellules CDS+ gardent leurs 

fonctionnalités (Grassmann et al. 1989). J'avais pour objectif de tester la véracité de mon 

hypothèse voulant que l'altération des radeaux lipidiques soit la cause des défauts de signalisation 

et elle a été testé avec succès pour les lymphocytes CD4+. Les modifications de la membrane 

n'auraient pas les mêmes effets sur la signalisation des cellules CDS+. Le recrutement/coalescence 

étant absent lors de l'activation des lymphocytes CD8+, les modifications de la membrane ne peut 

les altérer, ce qui permettrait à ces cellules de bien répondre avec le vieillissement. Les 

lymphocytes CD4+ seraient donc plus sensibles à un changement dans la composition des radeaux 

lipidiques. Cela est conforté par le fait que l'utilisation de la MBCD inhibe complètement la 

prolifération des lymphocytes CD4+ alors que les lymphocytes CDS+ sont encore capables de 

répondre, bien qu'à moindre mesure. Des données émergent en ce sens, puisque la voie des 

MAPKinases est démontré pour avoir des rôles différents entre cellules CD4+ et CDS+ (Rincon et 

al. 2003). 

8.4 Quelles fonctions des radeaux lipidiques chez les lymphocytes CDS+ ? 

Le fait que les cellules CDS+ possèderaient une macherie de radeaux lipidiques prête à la 

stimulation peut expliquer la non-nécessité de coalescence. Nous n'avons en effet pas pu visualiser 

de coalescence des radeaux lipidiques composés de GMl. La stimulation des cellules CDS+ va 
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initier une cascade de signalisation et une activation cellulaire qui va induire la production d'IL-2 

et leur prolifération ( Gulzar et al. 2004). On peut alors supposer que lors de la présentation 

antigénique les cellules CDS+ utilisent un moyen de signalisation autre que celui de la fonction 

« classique » connu chez les cellules CD4+ (Konig, 2002). Ce mécanisme peut être différent 

simplement pour des raisons de différences de fonctions entre cellules CD4+ et CDS+. Les 

lymphocytes CD4+ ou auxiliaires (Janeway et al. 1994) vont avoir un rôle différent des cellules 

CDS+ ou cytotoxiques. L'absence de coalescence peut être attribuée à la fonction cytotoxique des 

lymphocytes CDS+. La sécretion de granzyme et de perforine ainsi que d'autres composants des 

granules cytotoxiques nécessite probablement une composition et un rôle de la membrane différent 

des cellules CD4+. Les cellules CDS+, afin d'éviter les effets autocrines de l'activité cytotoxiques 

(attaques radicalaires) doivent posséder des mécanismes de protection puissants alors que les 

cellules CD4+ n'ont pas besoin d'un tel mécanisme (Hoffman et al. 2002). Cela pourrait expliquer 

aussi que les lipides de la membrane des lymphocytes CD4+ soient dans un état plus oxydé par le 

stress oxydatif parce qu'ils sont moins protégés. Cette hypothèse viendrait appuyer notre théorie 

selon laquelle la même augmentation du cholestérol peut avoir des effets différents entre 

lymphocytes CD4+ et CDS+. 

9. Rôle du CD28 dans l'immunosénescence 

Nous avons démontré dans le Manuscript IV que les cellules CD4+ présentent une déficience grave 

de l'activation de la voie du CD2S, notamment via le Akt. L'expression du CD28 reste quasiment 

constante chez ces cellules lors du vieillissement. Or, chez les cellules CD8+ qui perdent 

1' expression du CD2S (Effros et al. 2005), l'activation de Akt chez les personnes âgées est 

similaire à celle observée chez les sujets jeunes. Cela est paradoxal. Afin de déceler le mécanisme 
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par lequel les cellules CDS+ parviennent à garder fonctionnelle la voie du CD2S, nous avons 

déterminé et quantifié l'association du CD2S aux radeaux lipidiques (Sadra et al. 2004) de ces 

deux sous-populations lymphocytaires. Ainsi, le CD2S serait recruté seulement lors de l'activation 

des cellules CD4+ alors que c'est un élément constitutif des radeaux lipidiques des cellules CDS+. 

La quantité de CD2S dans les radeaux lipidiques diminue avec le vieillissement chez les cellules 

CD4+ ce qui expliquerait la diminution d'activation de Akt alors que la quantité de CD2S reste 

identique dans les radeaux lipidiques des cellules CDS+. Ce serait donc la localisation et non pas le 

niveau d'expression du CD2S qui va déterminer sa signalisation. Cette découverte est confirmée 

par le fait que les cellules CDS+CD2S10w de personnes âgées sont activables et répondent de 

manière normale lors de la stimulation (non publié). 

1 O. Modulation du cholestérol membranaire 

L'utilisation des cyclodextrines est très largement propagée dans les études des radeaux lipidiques 

(Yashiro-Ohtani et al. 2000; Kabouridis et al. 2000). Afin de démontrer l'association d'une 

molécule de signalisation aux radeaux lipidiques, on procède à leur dissolution. Cependant, ces 

études ont écarté tous les effets secondaires que pouvait avoir la cyclodextrine. La cyclodextrine va 

s'incorporer à la membrane et va y extraire le cholestérol vers le milieu extracellulaire. C'est ce 

changement dans la quantité de cholestérol qui est utilisé pour désorganiser les radeaux lipidiques. 

Cependant, il est évident que la cyclodextrine va extraire le cholestérol de manière non spécifique, 

celui présent dans les radeaux lipidiques et aussi dans les autres domaines de la membrane. En fait, 

l'utilisation de la cyclodextrine va extraire le cholestérol de toute la membrane sans sélection. Cela 

laisse donc à penser que toute la membrane va subir des modifications, qui ne sont pas réellement 

connues dans leur ensemble. La cellule va donc avoir un comportement et une réponse différente 
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mais surtout une réponse non contrôlée (Kabouridis et al. 2000). Nous avons modulé dans le 

Manuscript III la quantité de cholestérol est utilisant la MBCD à très faible concentration (0.5 

mM) afin de moduler les fonctions lymphocytaires. Or, ces études nous ont clairement montré que 

l'utilisation de la MBCD a des effets néfastes sur les fonctions lymphocytaires. Même si la fluidité 

membranaire est modulable de façon contrôlée en jouant sur les concentrations et les temps 

d'incubation avec la MBCD, il n'en reste pas moins que les fonctionnalités ne sont pas modulables 

dans le même sens. En effet, nous montrons que la composition des radeaux lipidiques est 

complètement perturbée et la signalisation s'en trouve inhibée. Dans le cas des lymphocytes T 

CD3+ de personnes âgées, nous somme parvenus à diminuer la quantité de cholestérol 

membranaire ainsi que d'améliorer la fluidité au même niveau que celui des cellules T de sujets 

jeunes. Cependant, la signalisation ne s'en trouve pas amélioré, cela peut être attribué aux effets 

secondaires de la cyclodextrine. Une étude a démontré que la cyclodextrine seule va induire la 

phosphorylation de plusieurs molécules dont le ERK (Kabouridis et al. 2000). Cette activation 

non-spécifique peut être attribué à un changement dans la composition des radeaux lipidiques. 

Avec la MBCD, les phosphatases vont avoir accès à des molécules de signalisation auxquelles 

elles n'ont pas accès habituellement (Lipardi et al. 2000). Par exemple, une molécule localisée au 

niveau des radeaux lipidiques grâce à son état de palmitoylation va donc être protégée des activités 

des phosphatases. Nous n'avons pas pu vérifier l'état de palmitoylation des différentes molécules 

de signalisation lors du traitement avec la cyclodextrine et cela reste à prouver. De même pour 

l'activité des phosphatases, il est possible qu'elle soit modulé par la MBCD. 

Mon hypothèse est que la modulation du cholestérol membranaire (augmentation ou 

diminution) peut induire une modification dans la composition des radeaux lipidiques et peut avoir 
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des répercussions sur la signalisation et ultimement sur la réponse lymphocytaire. Dans cette 

optique, il reste une voie de modulation possible des fonctions et de la signalisation lymphocytaire 

via un mécanisme plus physiologique que la cyclodextrine. Ce mécanisme pourrait être d'extraire 

le cholestérol par le mécanisme naturel impliquant les HDL (Puff et al. 2005). Ces études 

pourraient mener à une modulation de la fonction lymphocytaire via les radeaux lipidiques. C'est 

donc une modulation de domaines lipidiques via les lipides avec des conséquences directes sur les 

fonctions immunitaires. Dans ce sens, étant donné le rôle important des radeaux lipidiques dans la 

fonction des lymphocytes CD4+, les HDL pourraient avoir un effet immuno-modulateur (Hansson 

et al. 1989; Khovidhunkit et al. 2004). 

11. Conclusion générale 

L'immunosénescence est un phénomène complexe qui nécessite d'étudier le plus de sous-

populations lymphocytaires possible. La poursuite de mon étude nécessite notamment l'étude des 

population naïves vs. mémoires. Cela permettra de comprendre les changements globaux de la 

réponse immunitaire avec le vieillissement en identifiant les changements spécifiques à chaque 

sous-population. Nous avons pu déterminer que des changements apparaissent chez les cellules 

CD4+ notamment par modification de la fonction des radeaux lipidiques. L'identification d'autres 

marqueurs des radeaux lipidiques permettra surement de visualiser un mécanisme de coalescence 

des radeaux lipidiques chez les cellules CDS+. Peut être que la stimulation d'un récepteur autre que 

le TCR-CD28 peut initier une coalescence. Ou bien qu'un autre corécepteur que le CD28 va 

induire cette coalescence. De la émerge l'idée d'une hétérogénéité des radeaux lipidiques 

(Kiyokawa et al. 2005). Les radeaux lipidiques sont donc des entités diverses dans une même 

cellule et sont sûrement encore plus divers d'un type cellulaire à l'autre. La compréhension du rôle 
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des radeaux lipidiques dans les fonctions lymphocytaires permettra de mieux comprendre le 

vieillissement du système immunitaire et de l'immunosénéscence en générale. Plusieurs maladies 

associées au vieillissement peuvent avoir des liens avec les radeaux lipidiques, telles que 

l'athérosclérose et la maladie d' Alzheimer. Il est donc important de comprendre le fonctionnement 

physiologique des radeaux lipidiques afin de comprendre les changements qui ont lieu dans des cas 

pathologiques. La modulation des radeaux lipidiques est possible en modulant la composition 

lipidique (Li et al. 2005; Ma et al. 2005; Sawamura et al. 2004). Plusieurs médicaments utilisés de 

nos jours modulent la réponse immune en modulant les radeaux lipidiques. C'est le cas des statines 

qui modifient l'association des molécules de signalisation aux radeaux lipidiques (Hillyard et al. 

2004). Il est donc aussi important de ré-évaluer les effets de certains médicament par l'étude de 

leur effets sur les radeaux lipidiques. 

Mon étude a permi d'apporter en partie, une réponse aux interrogations concernant l'une des trois 

hypothèses qui expliquent l'immunosénescence, c'est à dire les défauts de signalisation. Mon 

étude a pu mettre en avant le rôle que les radeaux lipidiques pourraient jouer dans l' alteration de la 

signalisation avec le vieillissement. Les défauts de fonction des radeaux lipidiques des cellules 

CD4+ peuvent avoir leur place dans l'explication de l'immunosénescence (FIGURE 17). Une 

condition serait de démontrer l'impact de ces alterations dans la réponse immunitaire in vivo. Cela 

est possible en utilisant un modèle de souris knock-out pour un gène encodant pour le ganglioside 

Ml marqueur des radeaux lipidique. Cela est aussi valable pour le cholesterol puisque récemment 

des souris viables produisant le desmostérol sont maintenant disponibles (Wechsler et al., 2003). 

Récemment un article de revue sur la signalisation des récepteur de cellules immunitaires (Hasler 

et al. 2005) met l'emphase sur notre hypothèse et sur les Manuscript I, II et III inclus dans cette 

thèse. Nos études intègrent les radeaux lipidiques dans le champs de l'immunologie et du 
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vieillissement. Une récente étude s'est basé sur les résultats présentés dans ma thèse et à voulu 

tester les conséquences d'une augmentation du cholestérol cellulaire sur les fonctions des 

lymphocytes T (Nguyen al., 2004). Il en est ressortit qu'une augmentation du cholestérol inhibe la 

mobilisation du calcium intracellulaire suite à la stimulation du TCR et du récepteur de chemokine 

SDF-1. L'augmentation d'IL-2 ou d'expression de GMl est ainsi inhibée. Tout récemment, R. 

Miller, spécialisé dans l'immunosénescence chez les souris, laisse une place importante à nos 

travaux dans sa revue et met en avant les altérations des radeaux lipidiques comme explication 

possible de l'immunosénescence (Sadighi Akha et al., 2005). Il reste à déterminer quelle place 

réelle occupent les radeaux lipidiques puisque mon étude a permi essentiellement d'observer les 

changements dans la fonctions des radeaux lipidiques et de les corréler et de les intégrer avec nos 

connaissances actuelles sur l'immunosénescence. 
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