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Supplementary Figure S1. Inhibition of the 20S proteasome proteolytic activity in young (3 day
old) female flies. To test whether the hydrogen peroxide induced proteolytic activity in young female flies
is proteasome dependent, three day old female progeny of the Actin‐GS‐255B strain crossed to the w[1118]
strain were either pretreated with 10μM H2O2or not pretreated with H2O2. Whole flies were homogenized
and lysed in proteolysis buffer and sample lysates were then incubated for 30 minutes either alone (white)
“control”, or with proteasome inhibitors (black). (A) epoxomicinor (B) lactacystin, prior to the addition of the
Suc‐LLVY‐AMC proteasome  fluoropeptidesubstrate. Error bars denote  standard error of  the mean  (S.E.M)
values. * P <0.05, and *** P < 0.001, relative to control not treated with inhibitor, using one‐way ANOVA. 
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Supplementary Figure S2. Loss of the 20S proteasome abrogates the adaptive response. (A‐H) Progeny of
the Actin‐GS‐255B strain crossed to the β1 or β2 RNAi strains were incubated for 5 days in the absence or presence of
RU486,  to  block  the  transcription/translation‐dependent  adaptive  increase  in  proteasome  expression  following
H2O2pretreatment.  RNAi  conditions  blocked  increased  proteasome  expression,  without  depressing  basal  protein
levels. At least 50% decrease in mRNA in RNAi strains, and within proteasome western blots and activity, blockage of
the adaptive  increase.  (A,C)  In  the presence of RU486  (pink),  females  show 50% decrease  in mRNA  for both beta
subunits. (B,D) Similarly, in the presence of RU486 (blue), males show at least 50% reduction in the amount of mRNA.
(E‐H) Following incubation, in the presence or absence of RU486, flies were either pretreated with adaptive doses of
H2O2[10μM or 100μM] or used as controls, before whole flies were collected for analysis of protein expression. (E,G)
In  the  absence  of  RU486  (black),  pretreated  females  show  a  robust  increase  in  the  20Sα  expression, which was
blocked in RU486‐fed females (pink). (F,H) Irrespective of the absence or presence of RU486, males showed no change
in 20Sα expression. Western blots were performed in triplicate, normalized to Actin‐HRP. Error bars denote standard
error of the mean (S.E.M) values. * P <0.05, ** P <0.01, *** P < 0.001, relative to the control using one‐way ANOVA. 
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Supplementary Figure S3. RU486 by itself does not affect H2O2 adaptation or resistance in aged (60 day
old) male or female flies. (A‐D) Female and male progeny of the Actin‐GS‐255B strain were crossed to the w[1118]
strain aged in the absence or presence of RU486, continually, for 60 days and then used as controls, or given a 10μM
H2O2pretreatment, prior to exposure  to a 2.0M H2O2challenge  (females) or a 1.0M H2O2challenge.  (A) 60 day old
females raised in the absence of RU486. (B) 60 day old females raised in the presence of RU486. (C) 60 day old males
raised in the absence of RU486. (D) 60 day old males raised in the presence of RU486. Blue line indicates males and
females, raised in the absence of RU486, pretreated with 10μM H2O2. Pink line indicates males and females, raised in
the present of RU486, pretreated with 10μM H2O2. Statistical summary is located in Supplementary Table S5. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary  Table  S1. Hydrogen  peroxide  adaptation  in  3  day  and  60  day  old males  and  females 
statistical summary. Two cohorts of 3 day old and 60 day old females and males either not pretreated with 
H2O2or pretreated [10μM] H2O2. Crosses are in order males x virgin females. 
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Supplementary Table S2. Hydrogen peroxide adaptation  in Beta1 and Beta2 RNAi  strains. Two  cohorts of 
females and males propagated  in  the absence or presence of RU486. Flies were either not pretreated with 
H2O2or pretreated [10μM or 100μM] H2O2. Crosses are in order males x virgin females. 

  
www.aging‐us.com                      5                                                                               AGING



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary  Table  S3.  Lifespan  statistical  summary.  Two  cohorts  of  male  and  female  progeny  were 
transferred every other day onto  fresh  food and dead  flies were  recorded. Crosses  in order: males  x  virgin 
females. 
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Supplementary Table S4. Hydrogen peroxide adaptation following  loss of Keap1  in aged  females and males. 
Flies were aged to 60 days either in the absence or presence of RU486. Crosses in order: males x virgin females. 

Supplementary Table S5. Hydrogen peroxide adaptation in the presence or absence of RU486. 
Flies were aged to 60 days either in the absence or presence of RU486. Crosses in order: males x 
virgin females. 


