Fig.2 B

DSS
AB4(mg/kg)
Occludin
Claudin-1
Z0-1
GAPDH

- -+ 4+ + ++ + 4+ + - -
- - - - 5510101515 1515

PR TT T T
SR L easelss
[IJEREDETTTT L)




Occludin-1 DSS o b 4+t o+ o+ o+ o+ o+ o

AB4(mg/kg) - - - - 5 510101515 1515

70KDa

55KDa
54KDa




Claudin-1 DSS T T T T T T

AB4(mg/kg) - - - - 5 510101515 1515




20-1 DSS 1

AB4(mg/kg) 5 5 101015 15 15 15

4¢—— ]95KDa
180KDa

» 130KDa

~ 100KDa

195KDa
180KDa
130KDa
100KDa




GAPDH DSS - -+ + 4+ + + ++ + - -

AB4(mg/kg) - - - - 5 510101515 1515

37KDa

37KDa

37KDa




DSS
AB4(mg/kg)

NLRP3

ASC
Pro Casp-1

Fig.3 B

Caspl p20
Pro IL-1P
IL-18 p17

IL-18
IL-10
IL-22
PCNA
GAPDH

- -+ 4+ + + + + + + - -
- - - - 55101015151515

e

e

PSP E——————

-

e e e W -

D G e e ——— ——— — -

wulilfee L aue

-—- - e e --—-

——— e ————— e ——




NLRP3

DSS
AB4(mg/kg)

+ + + + + + + + - -

5 510101515 1515

118KDa

118KDa

180KDa
130KDa

118KDa



ASC DSS - -+ + 4+ + + + 4+ + - -
AB4(mg/kg) - - - - 5 510101515 1515

25KDa
22KDa

15KDa

22KDa

22KDa




Caspase-1 DSS - -+ ++ + + ++ + - -
AB4(mg/kg) - - - - 5 510101515 1515

45KDa

20KDa

1

45KDa

B 1 Lk 20KDa

b
w

20KDa




IL-1p

DSS - - + + 4+ + + + + + - -
AB4(mg/kg) - - - - 5510101515 1515

D G —— e — —— ————— —

30KDa
25KDa

15KDa

25KDa

15KDa
10KDa

31KDa

31KDa

17KDa

17KDa



IL-18 DSS - -+ + 4+ + + ++ + - -
AB4(mg/kg) - - - - 5510101515 1515

22KDa

22KDa

22KDa




PCNA DSS - -+ + 4+ + + F+ + - -
AB4(mg/kg) - - - - 5 510101515 1515

36KDa

36KDa

36KDa




IL-10 DSS - -+ + 4+ + + ++ + - -
AB4(mg/kg) - - - - 5510101515 1515

21KDa

21KDa

21KDa



IL.-22 DSS - -+ + 4+ + + ++ + - -
AB4(mg/kg) - - - - 5510101515 1515

20KDa

20KDa




GAPDH DSS - - + + + + + ++ + - -
AB4(mg/kg) - - - - 5510101515 1515

' 40KDa
<+—————— 37KDa

40KDa

35KDa 37KDa




Fig.3 D DSS - + + + + -

AB4(mg/kg) - - 5 10 15 15
NLRP3 .- o
Pro Casp-1

Casp 1 p20

IL-18 '..."

B-actin |== = = - - -

Fig.3 E
DSS - + + + + -
AB4(mg/kg) - - 5 10 15 15

wieps [ S

Pro Casp-1 s #% = = = =

Casp 1 p20 w

IL-18 | | e - - -

B-actin [ s s e wn v




colonic macrophages
NLRP3

DSS - + + + + - - + + + + -
AB4(mg/kg) - - 5 10 15 15 - - 5 10 15 15

130KDa
100KDa

70KDa

118KDa

130KDa
100KDa

70KDa




colonic macrophages
Caspase-1

DSS - + + + + - - 4+ + + + - DSS
AB4(mg/kg) - - 5 10 15 15 15 1510 5 - - (mg/kg)AB4

45KDa

20KDa




IL-18

colonic macrophages

DSS - + + + + - - + 4+  + +
AB4(mg/kg) - - S5 10 15 15 - - 5 10 15 15

15KDa

T - - D e - -
10KDa

A

"gEREn
' - e L. 22KDa
— -‘_

22KDa



intestine epithelial cells
NLRP3

DSS - + + + 4+ - -+ o+ 4+ o+ -
AB4(mg/kg) - - 5 10 15 15 - - 5 10 15 15

180KDa

130KDa

70KDa

130KDa
100KDa 118KDa




intestine epithelial cells
Caspase-1

DSS - + + + 4+ -
AB4(mg/kg) - - 5 10 15 15

20KDa

- 55KDa 45KD
40KDa 4
35KDa
25KDa

20KDa

15KDa




intestine epithelial cells

IL-18
DSS - + + + + - + + + 4+ -
AB4(mg/kg) - - 5 10 15 15 - 5 1015 15
e — 25KDa
. ‘. | - o 15KDa
‘ .t - 10KDa
25KDa

22KDa

15KDa

22KDa



p-actin

DSS - + + + + -
AB4(mg/kg) - - 5 10 15 15

o,
R - 42KD
- — » a

B et »e




Fig.5

LPS(1pug/ml)
ATP(5mM)
Nig(10uM)
AB4(uM)

NLRP3

Pro Casp-1

Caspl p20

Pro IL-18

IL-1B p17

IL-18

B-actin

+ + + + + + + + - -

T e e T
-+ -+ -+ -+ - -

- - - - 5 510 10 20 20 20 20

o

e D D R SR e .-,

o 1

- -

- e - - o




LPS(lpg/ml) - - + + + + + + + + - -
ATPGMM) - - + - + - + - + - - -
NLRP3 G0 - o o e o a e e
AB4(puM) - - - - 5 5 10 10 20 20 20 20

180KDa
130KDa

.....-ﬂ - T00KDa D

180KDa

130KD3 exp
100KDa © -2




LPS(lpg/ml) - - + + + + + + + + - -

ATPbmM) - - + - + - + - + - - -

Caspase-1 NiglouM) - - - + + - o+ -+ -
AB4(puM) - - - - 5 5 10 10 20 20 20 20

45KDa

20KDa

45KDa

20KDa




IL-1p LPS(lpg/ml) - - + + + + + + + + - -
ATPGMM) - - + - + - + - + - - -
Nig(louM) - - - + - + - + - + - -
AB4(UM) - - - - 5 5 10 10 20 20 20 20

35KDa
25KDa
17KDa
15KDa
10KDa
35KDa
35KDa 31KDa
31KDa

17KDa




IL-18

LPS(1pg/ml) - - + + + + + + + + - -
ATP(GmMM) - - + - + - ¥ - o+ - - .
Nig(lopM) - - - + - + - + - + - .-
AB4pM) - - - - 5 5

10 10 20 20 20 20

22KDa

15KDa

25KDa

22KDa

22KDa




B-actin

LPS(1pg/ml) - - + + + + + + + + - -
ATPGmM) - - + -+ - 4+ -+ - -
Nig(10uM) - - -+ -+ -+ -4 - -

AB4(pM) - - - - 5 5 10 10 20 20 20 20

«

40KDa

v

42KDa

55KDa

42KDa
40KDa

42KDa



Fig.6

LPS(1pg/ml)
AB4(puM)

p-AKT
AKT
p-STAT1
STAT1
PRDX1
p-P65
P65

p-lkBa
IkBax

B-actin

-+ o+ o+ o+ -
10 20 20

LPS(1ug/ml)
AB4(uM)

p-AKT
AKT
p-STAT1
STAT1
PRDX1
p-P65
P65
p-l1kBa
IkBo

B-actin

-+ o+ o+ o+ -
- - 5 10 20 20

o R e— ———

— W em— e — —

-

-
oo e e




AKT p-AKT

LPS(pg/ml) - + + + + - -+ o+ 4+ o+ - LPS(pg/ml) - + + + + - -+ + + + -
AB4uM) - - 5 10 2020 - - 5 10 20 20 AB4pM) - - 5 10 20 20 - - 5 10 20 20

70kDa . - : o -
60kDa -: —— -l = W .
55kDa 1 we

- 70kDa
56kDa———>» h — - — L. |55kDa




STAT1

LPS(pg/ml) - + + + + -
AB4pM) - - 5 10 20 20

-+ + 4+ 4+ -
- - 5 10 2020

o
130KDa — \

akDa_100KDa| Wl - -
70KDa p—

100KDa

p-STAT1

LPS(1pg/ml)
AB4(uM)

+ o+ o+ -
5 10 20 20

+ + 4+ o+ -

5

10 20 20




LPS(1pg/ml) - + + + + -
PRDX 1 AB4(pM) - - 5 10 20 20

25KDa
22kDa

15KDa §




P65 p-P65

LPS(Ipg/m) -+ + + + - LPS(pg/ml) - + + + + - -+ o+ o+ o+ -
AB4puM) - - 5 10 20 20 AB4puM) - - 5 10 20 20 - - 5 10 20 20
.L d 70KD y - T
65kDa ) 65kDg—— - .-_--‘-n- - — -
55KDa 55KDa :

55KDa

65kDa BT e L




IkBa p-IxBa

LPS(Ipg/ml) - + + + + - -+ o+ o+ o+ - LPSApg/ml) - + + + + - - o+ + o+ o+ -
AB4(pM) - - 5 10 20 20 - - 5 10 20 20 AB4(pM) - - 5 10 20 20 - - 5

10 20 20




Fig.6 C

JSH-23 (25uM)
LPS(1pg/ml)
AB4(20uM)
p-P65

P65
p-lkBa
IkBax
NLRP3
Pro IL-1f

IL-1B p17
IL-18

B-actin

- - -+ o+

-+ + o+ -

P — -

e -

e
EL LR

-




JSH-23 25pM) - - - +
LPS(Ipg/ml) - + + +

AB4Q20pM) - - + +

P65

p-P65

- - 4+ +  MK2206(20pM)
+ + + - LPS(Ipg/ml)

-+ + - AB4(20pM)

55kDa 65kDa

55kDa 65kDa

70kDa 65KD
55kDa a
70kDa 65kDa

55kDa




JSH-23 25pM) - - - + + - - - 4+ + MK2206Q20uM)
LPS(1pg/ml) - + + + - -+ + + - LPS(1pg/ml)

IxBa AB420pM) - - + + - - - 4+ 4+ - AB4Q0pM)

40kDa
35kDa

39kDa

p-IkBa

- - ' 35kDa
. - t:' E
m L B 40kDa

ﬂ 55kDa
40kDa



JSH-23 25pM) - - - + + - - -+ + MK2206(20pM)
LPS(1pg/ml) - + + + - -+ + + - LPS(1pg/ml)

AB4(20pM)

NLRP3 AB4(20pM)

130kDa

100kDa 118kDa

130kDa

100KkDa 118kDa

130kDa

T00kDa 118kDa



JSH-23 25uM) - - - + + - - - 4+ 4+ MK2206(20uM)
LPS(lpg/ml) - + + + - -+ + + - LPS(pg/ml)

AB4Q0pM) - -  + + - - - 4+ 4+ - AB420uM)

pro-IL 1f3

31kDa




IL-18

JSH-23 (25pM)
LPS(1pg/ml)

AB4(20pM)

- -+
+ o+ 4+
+ o+

+

MK2206(20pM)
LPS(1pg/ml)

AB4(20pM)

25kDa
22kDa
15kDa
22kDa
25kDa
22kDa

15kDa



MK220620pM) - - - + o+ - - - + 4+  MK2206(20pM)
LPS(Ipg/ml) - + + + + - + 4+ + + LPS(lpg/ml)
AB420pM) - - + + - - - 4+ + - AB4(Q20pM)

AKT
. - 70kDa
e —— — — o= 56kDa
p-AKT
70kDa
- — o ewm e 60KDa
55kDa
' ”"“ 70kDa SOKD
e b ey o ow P
g | 55kDa a
70kDa
60KDa

55kDa



Fig.6 E

MK2206(20uM)
LPS(1ug/ml)
AB4(20uM)
p-AKT

AKT

p-STAT1
STAT1
PRDX1
p-P65
P65
p-lkBo
IkBa
NLRP3
Pro IL-1f3
IL-18

B-actin

Fig.6 F

SC79(20uM)
LPS(1pg/mil)
AB4(20uM)

p-AKT
AKT

p-STAT1
STAT1

PRDX1
p-P65
P65
p-lkBo
IkBox
NLRP3
prolL-1f

IL-18
B-actin

- - - + +
- + + + -
- - + + -
e D w— R ——

_P-— - ——

e —— — ——"




MK2206Q20uM) - - -  + .. .4 MK2206(20uM)
LPS(Ipg/ml) - + + + S or o+ 4 LPS(1pg/ml)
AB4Q20pM) - - + + S+ 4 AB4(20pM)
STATI -
- H
| 100kDa
— - 70kDa a
p-STAT1
a b ; 100kDa
— — I 84kDa
7 .
‘ 100kDa
- : 84kDa
— — — A
—— : 100kDa
-y - e e 84kDa



PRDX 1

MK2206(20pM) -
LPS(1pg/ml) -

AB4Q20pM) -

- - - + + MK2206(20uM)
-+ + + + LPS(1pg/ml)

- - + + - AB4(Q20uM)

25kDa
22kDa

15kDa

15kDa



B-actin

JSH-23 (25uM)
LPS(1pg/ml)

AB4(20pM)

- - - + + MK220620uM)
- + + + - LPS(1pg/ml)

- - 4+ 4+ - AB4Q0pM)

45kDa

45kDa

30kDa

45kDa

30kDa

42kDa

42kDa

42kDa



SC79 25pM) - - - + + - - -+ g

LPS(1pg/ml) -

AKT

SC79(201M)

LPS(1pg/ml)

AB4(20pM)

56kDa

60kDa
60kDa
0kDa
55kDa 60kDa



SC79 25pM) - - - + + - - -+ o+
LPS(I1pg/ml) -

AB4(20pM)

STAT1

p-STAT1

SC79(20uM)

LPS(1pg/ml)

AB4(20pM)

84kDa

84kDa

84kDa

84kDa




SC79 25pM) - - - + + - - - 4+ + SC7920uM)

LPS(1pg/ml) - + + + - - + + + - LPS(1pg/ml)
AB420pM) - - + + - - -+ 4+ - AB4(20pM)
PRDX1
T 25kDa 22kDa
A _ _ 15kDa
22kDa
A
25kDa
22kDa
15kDa




SC79 (25uM)
LPS(1pg/ml)
AB4(20pM)

P65

- - - + + SC79Q20uM)
- + + + - LPS(1pg/ml)
- - + + - AB4(20uM)

70kDa

55kDa

65kDa
55kDa
70kDa 65kDa
55kDa
70kDa 65kDa
55kDa
70kDa 65kDa



SC79 25pM) - - - + + - - - + + SC7920uM)
LPS(1pg/ml) - + + + - - + + + - LPS(1pg/ml)
- -+ + - - -+ o+ -
IxBa AB4(20pM) AB4(200pM)

40kDa 39kDa
35kDa
p-IxBa
40kDa
35kDa
40kDa
35kDa
40kDa

35kDa




NLRP3

SC79 25pM) - - - + + - - - 4+ + SC7920uM)
LPS(1pg/ml) - + + + - -+ + o+ - LPS(1pg/ml)
AB4Q220pM) - - + + - - -+ + - AB4(20uM)

100kDa

100kDa

118kDa

118kDa



prolL-1f
SC79 (25uM)
LPS(1pg/ml)

AB4(20pM)

- - - 4+ 4+ SC7920uM)
-+ + + - LPS(1pg/ml)

- - + + - AB4(20pM)

25kDa

15kDa

31kDa

25kDa

31kDa



SC79 25uM) - - - + + - - -+ + SC79Q20pM)

LPS(pg/ml) - + + + - - + + + - LPS(pg/ml)

AB4Q20pM) - - + + - - -+ o+

AB4(20pM)

IL-18

22kDa

22kDa

22kDa




SC79 25uM) - - - + + - - -+ +  SC79Q20pM)

LPS(lpg/ml) - + + + - - 4+ + + - LPS(pg/ml)

-actin
B AB4Q0pM) - - + + - - - 4+ 4+ - AB4(20uM)

42kDa
35kDa
42kDa
35kDa
42kDa

35kDa




Fig.6 G

DSS
AB4(mg/kg)

p-AKT

AKT
p-STAT1

STAT1
PRDX1
p-P65
P65
p-lkBo

lkBox
GAPDH

- -+ + + + 4+ + + + - -

- - - - 5 5 101015 15 15 15

llbl.ulpcnp-n-dlbqnpdlbllﬂ"‘-'

| IR -

S ————— . —————

T — R A — —

- ———— - — e —

PR eeaeaanea

-~

S See wee W

R p——




DSS - - + + + 4+ + 4+ + + - -

AB4(mg/kg) - - - - 5 5 1010 15 15 1515
AKT
56kDa
p-AKT
60kDa
55kDa
55kDa 60kDa
70kDa
60kDa

55kDa




DSS - - + + + + + + + + - -
AB4(mg/kg) - - - - 5 51010 15 15 15 15

180kDa
130kDa

STAT1 100kDa

84kDa

180kDa
130kDa
100kDa

p-STAT1

84kDa

180kDa
130kDa

100kDa

84kDa

130kDa
I 100kDa

84kDa




DSS - - + + + + + + + + - -
AB4(mg/kg) - - - - 5 5 10 10 15 15 15 15

PRDX1
25kDa

22kDa

22kDa

22kDa
15kDa




DSS -
AB4(mg/kg) - - - - 5 5 10 10 15 15 15 15

+ + 4+ + + + + + - -

P65 65kDa
p-P65
70kDa
65kDa
55kDa
— 70kDa
— - G — —— < 65kDa
ptntod 4 A - 55kDa
'- b . — -
-~ . « 70kDa 65kDa
- 55kDa




IxBa

p-IkBa

O
wn
w
1
1

+ ++ + + + + + - -
- - - -5 51010 15 15 15 15

39kDa

— —— —— — — — — —— - —
1 35kDa

35kDa

40kDa

40kDa

35kDa

— _— .

--—-.--.---. A —_— <«

o T - 35kDa

40kDa



GAPDH

DSS - - + + + + + + + + - -
AB4(mg/kg) - - - - 5 5 10 10 15 15 15 15

55kDa
40kDa

o ———————— -
. 35kDa

37kDa

S R W RS S S W . < Da

40kDa

37kDa

35kDa

37kDa



Fig.S5

DSS - - + + + + + + + + - -

AB4(mg/kg) - - - - 5 5 10 10 15 15 15 15

CDIO |0 M o om0 o s o ot o o

GCAPDH | o e e s e s o ————

Fig.7 A
DSS - + + + + -

AB4(mg/kg) - - 5 10 15 15

co1d BB |

B-actin| == == == = o= =




CD1d

colonic homogenates colonic macrophages

DSS - -+ ++ + + ++ + - - DSS -+ + + 4+ -

AB4(mg/kg) - - - - 5510101515 1515 AB4(mg/k 5

10 15 15

40KDa

39KDa
35KDa

25KDa

40KDa

39KDa
35KDa

25KDa

55KDa
40KDa

39KDa

35KDa

39KDa:




Fig.S3 45 49 53 57 61 65 (C)

AB4(5|.IM) - 4+ - + - + - + - + - +
NLRP3 | S5 BN o o o5 8 &5 &0 8 &
B-actin | e a»o» o> o> o> o aov-aoveor o o

Fig.7 D

45 49 53 57 61 65 ()
ABA(SUM) - + - + -+ -+ -+ - 4

CDId | o i o o e

B-actin | S S - - - - -




NLRP3 B-actin

45 49 53 57 61 65 (C)

+

AB4(5uM) - + - + - + - + - +

42KDa
118KDa
42KDa
118KDa
42K Da

118KDa




CD1d

45 49 53 57 61 65 (°C) p-actin

+

AB4(5uM) - + - + -+ - + - +

42KDa
39KDa
42K Da
39KDa:
42KDa




Fig.8 G
DSS
AB4(mg/kg)
p-AKT
AKT
p-STAT1

STAT1
PRDX-1

p-P65

P65
p-IkBa

IKBa

NLRP3
ASC

Pro Casp-1
Caspl p20
GAPDH

WT CD1d-/-
- - + + + + - - + + + +
- - - =-1515 - - - - 1515
- — - -..-'-~

oo

Jj' FERH

——
-—--—.-,_---.---

—8_"-"-“"

- .-
b*m... -




AKT

p-AKT

WT CDl1d-/-
DSS - - + + + + - - + + + +

AB4(mg/kg) - - - -1515 - - - - 1515

70KDa

S5KDa 56KDa

70KDa

S5KDa 60KDa

70KDa K Da

70KDa

55KDa O0KDa




WT CDl1d-/-

DSS - -+ 4+ 4+ 4+ - -+ 4+ + +
AB4(mg/kg) - - - -1515 - - - - 15 15
STATI1
100KDa 4K Da
70KDa
84KDa
p-STAT1
84KDa
70KDa
100KDa R4KDa

70KDa




PRDX1

WT CDl1d-/-
DSS - - + + + + - - + + + +

AB4(mg/kg) - - - -1515 - - - - 15 15

22KDa




WT CDI1d-/-

DSS - -+ + + + - - 4+ + + +
AB4(mg/kg) - - - -1515 - - - - 1515
P65 70KDa
5skDa KPR
p-P65 70KD
2 65KDa
55KDa
[ - roe~ — T "TEE®T 65KDa
& ' = i '
. - 70KDa
P T ....'.- 55KDa NP2




IxBa

p-IkBa

40K Da 39KDa

35KDa

40K Da 40KDa

35KDa

40KDa 0Kk Da

35KDa

40KDa

<+— 40KDa

35KDa



NLRP3

TOOKDa | SKDa
118KDa
100KDa

TO0KDa | SKDa




ASC WT CD1d-/-

DSS - - + 4+ + + - - + + + +
AB4(mg/kg) - - - - 1515 - - - - 1515

25KDa
22KDa
15KDa
22KDa
15KDa
10KDa
22KDa

15KDa




DSS - -+ 4+ 4+ 4+ - - + + + +
AB4(mg/kg) - - - - 1515 - - - - 1515
Caspase-1
45KDa

40KDa

35KDa

2>KDa 20KDa
15KDa

55KDa 15KDa
40KDa

35KDa

25KDa 20KDa

15KDa




WT CDI1d-/-

DSS - - + + 4+ + - - 4+ + + +
15

AB4(mg/kg) - - - - 1515

1

1

1

1
i
wn

GAPDH

37KDa

40KDa

37KDa

37KDa




