
www.aging‐us.com  3142  AGING (Albany NY) 

SUPPLEMENTARY MATERIAL 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary  Figure  S1.  Delayed  DNA  damage  response  in  6‐month‐old  mice.  (A)  RT‐qPCR  analysis  of  CYP2E1
expression in RNA extracts from frozen liver tissues harvested from mice at the indicated ages. (B) A table presenting RNAseq data
for the 15 CYP genes that show differential expression between 1 and 6 month‐old mice. 11 genes were downregulated with age
and only five genes were upregulated. (C) Six‐month‐old mice were injected with DEN and the levels of residual damage before and
after 2, 6, 9 and 12 days were determined as above. Representative images of γH2AX (green) and pKAP‐1 (red) staining are shown. 
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Supplementary Figure S2. Gene expression profiles following DEN treatment. (A) Plot depicting the fold‐change of 67 transcripts
that are differentially expressed both in 2 days (blue bars) and 6 days (red bars) after DEN treatment in 6‐month‐old mice. Inset shows the
average  fold  changes  of  all  67  genes  ±SD.  ns.  non‐significant.  (B)  qRT‐PCR  analysis  of  genes  representing  differential  gene  expression
patterns in response to DEN  treatment. Left panels: The level of gene expression in 1, 3, 6 and 12‐month old mice before and 2 and 6 days
after DEN treatment. Right panels: the level of gene expression  before and 2, 6, 9 and 12 days after DEN treatment in 6‐month‐old mice. 
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Supplementary  Figure  S3. DEN  induce  a  robust  transcriptional  response  in  6‐month‐old mice.  (A)  Age‐
related IPA enriched interaction network for 26 differentially expressed transcripts 2 days after DEN that are common
for both 1‐ and 6‐month‐old mice. Each gene is colored according to the directionality of expression; red‐upregulated,
green‐downregulated. Color intensity is roportional to the fold change of that particular gene. (B) Graph depicting the
fold‐change of all 26 transcripts that are differentially expressed in both 1‐month (blue bars) and 6‐month old mice (red
bars) 2 days after DEN treatment. Inset shows the average fold changes of all genes for the two ages ±SD. * p<0.05. 
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Supplementary Figure S4. Upstream  regulators and protein  interaction network analysis.  IPA upstream
regulator analysis for differentially expressed genes 2 days after DEN treatment in 1‐month (A) and 6‐month‐old mice
(B; top 20 are shown) as well as 6 days after DEN in 6‐month‐old mice (C).  
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Supplementary  Figure  S4. Upstream  regulators  and  protein  interaction  network
analysis. (D) Protein:protein interaction network constructed for the differentially expressed
genes of the various comparisons. Nodes representing interacting proteins and were colored
as a pie chart based on their differential expression in any of the four indicated comparisons. 

     Supplementary Table 1. Oligonucleotide Sequences for qRT‐PCR. 


