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Figure S1. Additional information on the experimental model used in the study. (A) RT‐PCR anal‐

ysis of ZNF84 (graph on the left) and CDKN1A (graph on the right) mRNA in HCT116 p53KO cells 

upon transfection with control siRNA (siNeg, grey bars) or ZNF84‐targeting siRNA: siZNF 

(checked dark blue bars) or siZNF_II (light blue bars). The fold gene expression values, which are 

plotted in the graphs, were calculated as 2 to the power of negative ∆∆Ct (∆Ct was calculated as 

the mean of raw Ct values of GAPDH subtracted from the mean Ct of CDKN1A or ZNF84 expres‐

sion and    ∆∆Ct was calculated as a difference between ∆Ct for ZNF84‐targeting sequence and ∆Ct 

for siNeg‐transfected cells.); (B) Measurement of CDKN1A promoter activity by luciferase assay in 

non‐treated (patterned bars) and Dox‐treated (solid colour bars) cells. Cells were transfected with 

either control (indicated by gray colour) or ZNF84‐targeting (blue) siRNA. The luminescence val‐

ues were normalized to the total protein content; (C) Western blotting analysis of the total p53 
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protein level in non‐treated siRNA‐transfected cells (HCT116 p53KO, HCT116 p53WT, MCF‐7, 

H358, H1299). GAPDH was used as a loading control. 

 

Figure S2. Analysis of the impact of ZNF84 knock‐down on senescence. (A) Representative images of anti‐γH2AX immu‐

nofluorescent  staining  (maximal  projection)  of HCT116  p53KO  cells  transfected with  control  (siNeg)  or  anti‐ZNF84 

(siZNF) siRNA and either treated with doxorubicin (Dox) or non‐treated (ctrl). Hoechst staining shown below. Scale bars 

indicating 20 μm  in  the bottom‐right corner of each  image; Magnification 630×; (B) ELISA measurement of IL‐8  in  the 

culture medium of cells treated constantly for 5 days with doxorubicin (HCT116 p53KO on left side of the graph and H358 

on the right). Black dots represent results for siNeg‐transfected cells, blue ‐ siZNF. The data points for different treatments 

(siRNAs) from each of the four independent expriments are linked with dashed line; C.Heatmap visualising changes in 

expression of common SASP genes (names of the analyzed genes indicated under the plot). Gene names in rows, data 

from individual experiments in columns (first three columns to the left present data from cells transfected with siZNF and 

treated with Dox for 2 days, then    data from siZNF‐transfected cells treated in the same way). Colour scale represents 

log‐transformed count values normalized for differences in sequencing depth and composition bias between the samples; 

adj. p‐value<0.05. 
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Figure S3. Changes in expression of cell‐cycle related genes in ZNF84‐deficient doxorubicin‐treated HCT116 p53KO cells 

and expression data from RNA‐seq analysis on non‐treated cells. (A) RNA‐seq analysis of ZNF84, CDKN1A and MYC 

expression in doxorubicin‐treated HCT116 p53KO cells upon transfection with control siRNA (siNeg, grey bars) or ZNF84‐

targeting siRNA (siZNF, blue bars); (B) The KEGG Cell Cycle (hsa04110) pathway graph with gene expression data (Log2 

fold changes of gene expression siNeg+Dox vs. siZNF+Dox) coded to a range from ‐1 to 1 and rendered as pseudo color 

in Pathview. Only the significally differentially expressed genes (adj. P‐value<0.05) are marked in colour; (C) Heatmap 

visualizing changes in expression of genes associated with the activity of cell cycle checkpoints, as defined in REACTOME 
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database. Gene names in rows, data from individual experiments in columns (left columns represent data from cells trans‐

fected with siNeg and treated with Dox for 2 days, right rows siZNF‐transfected cells treated in the same way). Colour 

scale represents log‐transformed count values normalized for differences in sequencing depth and composition bias be‐

tween the samples; adj. P‐value<0.05. (D) RNA‐seq analysis of ZNF84, CDKN1A and MYC expression in HCT116 p53KO 

cells upon transfection with control siRNA (siNeg, grey bars) or ZNF84‐targeting siRNA (siZNF, blue bars), non‐treated 

with a drug; * indicates adj. p‐value < 0.05, *** adj. p‐value < 0.001, **** adj. p‐value < 0.0001; (E) Visualization of a principle 

components analysis (PCA), which determines the greatest sources of variation in the RNA‐seq data. Each point represents 

an  individual  sample  (non‐treated HCT116 p53KO  cells,  transfected with  either  control  siRNA  (gray)  or  anti‐ZNF84 

siRNA  (blue);  4  independent  experiments);  (F).  Volcano  plot  representing  differential  expression  of  genes  between 

siNeg_ctrl and siZNF_ctrl samples (x‐axis: logarithm of fold change, y‐axis: negative decimal logarithm of FDR‐controlled 

p‐value); significantly differentially expressed genes (adj. p‐value < 0.05) represented by gray points; 

 

Figure S4. Cell cycle phase deregulation in ZNF84‐deficient cells treated with doxorubicin. (A) 

Immunofluorescent detection of Ki67 in HCT116 p53KO cells. Cell nuclei visulaised with DAPI. 

Magnification 630×; (B) Cell cycle phases distribution based on flow‐cytometric analysis of PI‐

stained HCT116 p53KO, H358, H1299 and HCT116 p53WT cells, transfected with either control 

siRNA (left panel) or ZNF84 siRNA (right panel) and treated with doxorubicin for 24hours. Mean 

values of percentage of cells in different phases of from at least three independent experiments. 
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Table S1. Results of Gene Set Enrichment Analysis of the differentially expressed (siNeg vs. siZNF) genes assigned to 

REACTOME gene sets (selected categories) in control and dox‐treated cells. 

 

 


