Reversible Dimers of the Atypical Antipsychotic Quetiapine Inhibit P-glycoprotein-
mediated Efflux in vitro with Increased Binding Affinity and in situ at the Blood Brain
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Supplemental Information:
Flow cytometry experiments shown in Figures S1 — S3 were carried out as described in Methods.
These data were used to generate ICs, values and dose response curves.
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Figure $1: Dose response curves for MCF-7/DX1 cells treated with increasing concentrations of (A) QT with 0.5 ug/mL rhodamine 123: (—) DMSO, (—) 1 M GF120918,
() 10 UM QT, (. . .. ) 25 UM QT, () 50 uM QT, (- - =) 100 UM QT, (- - -) 200 M QT, (-.--) 300 uM QT, (-..-..) 400 uM QT (B) QT,C, with 0.5 pg/mL rhodamine 123:

(—) DMSO, (—) 1 uM GF120918, (.....) 0.1 uM QT,Cy, (. . . . ) 0.5 4M QT,Cy, () 0.75 uM QT,Cy, (- - -) 1 iM QT,Cy, (- - -) 2 UM QT,Cy, (--=) 3 UM QT,Cy, (.- =) 5
UM QT,C,, (-.-..) 10 iM QT,C, (C) QT,C; with 0.5 pg/mL rhodamine 123: (—) DMSO, (—) 1 uM GF120918, (.....) 0.1 uM QT,Cy, (. . . . ) 0.5 4M QT,Cy, (=) 0.75 uM
QT,Cy, (---) 1 UM QT,Cy, (- - =) 2 UM QT,Cy, (=) 10 UM QT,Cs, (. - . -) 25 UM QT,Cy, (-..-..) 50 iM QT,C,, and (D) QT,C, with 0.5 pg/mL rhodamine 123 : (—) DMSO,
(—) 1 uM GF120918 uM QT,C,, (.....) 0.1 UM QT,Cy, (. . . . ) 0.5 M QT,C,, () 0.75 uM QT,Cy, (- - =) 1 (M QT,C,, (- - -) 2 M QT,C,, (~--) 3 M QT,C,, (. - . <) 5 uM
QT,C,, (-.-.) 10 uM QT,C, (E) QT,Cs with 0.5 pg/mL rhodamine 123: (—) DMSO, (—) 1 uM GF120918, (.....) 0.1 uM QT,Cs, (. . . . ) 1 uM QT,Cs, () 2 UM QT,Cs, (- -
)3 UM QT,Cs, (- - -) 4 UM QT,Cs, (---) 5 UM QT,Cs, (. - . -) 10 UM QT,Cs, (-..-..) 25 uM QT,Cs (F) QT,Cq with 0.5 pg/mL rhodamine 123: (—) DMSO, (—) 1 uM
GF120918, (.....) 0.1 yM QT,Cy, (- . . . ) 1 iM QT,Cy, () 2 uM QT,C, (- - =) 3 UM QT,Cy, (- - -) 4 uM QT,Cg, (~.~-) 5 UM QT,Cy;, (. - - =) 10 iM QT,Cp, (-.~..) 25 M
QT,Cs, (G) QT,C, with 0.5 ug/mL rhodamine 123 : (—) DMSO, (—) 1 uM GF120918, (.....) 0.1 yM QT,Cy, (... ) 1 iM QT,Cy, (=) 2 UM QT,C, (- - =) 3 uM QT,C, (- -
-)4 UM QT,C;, (--) 5 iM QT,Cy, (. - . =) 10 M QT,C;, (-.~..) 25 4M QT,C;, and (H) QT,Cj with 0.5 pg/mL rhodamine 123 : (—) DMSO, (—) 1 uM GF120918, (.....) 1 uM
QT,Cq, (- . .. ) 5 4M QT,Cq, () 10 uM QT,Cq, (- - -) 25 4M QT,Cy, (- - -) 50 uM QT,Cg, (-.~-) 100 UM QT,Cq (. - . -) 150 4M QT,Cs, (-..-..) 200 uM QT,Cq
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Figure S2 continued
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Figure S2: Dose response curves for MCF-7/DX1 cells treated with increasing concentrations of (A) QT with 0.5 pg/mL rhodamine 123: (—) DMSO, (—) 1 yM GF120918,
(.....) 10 UM QT, (.. .. ) 25 M QT, (----) 50 pM QT, (- - -) 100 yM QT, (- - -) 200 uM QT, (-.-.-) 300 uM QT, (-..-..) 400 M QT (B) QT,C, with 0.5 ug/mL rhodamine 123:
(—) DMSO, (—) 1 uM GF120918, (.....) 0.1 uyM QT,C,, (. ... ) 0.5 pM QT,C,, (-----) 0.75 pM QT,C,, (---) 1 M QT,C,, (- - -) 2 UM QT,C,, (---) 3 UM QT,C,, (.-.-) 5
UM QT,C,, (-..-~..) 10 yM QT,C, (C) QT,C,Me, with 0.5 pg/mL rhodamine 123: (—) DMSO, (—) 1 uM GF120918, (.....) 0.1 uM QT,C,Me,, (. ... ) 0.5 pM pM QT,C,Me,,
(----) 0.75 uM QT,C,Me,, (- - -) 1 M pM QT,C,Me,, (- - -) 2 uM QT,C,Mey, (-.-.-) 5 uM QT,C,Me,, (. - . -) 25 pM QT,C,Me,, (-..-..) 50 pM QT,C,Me, (D) QT with 0.5 uM
calcein-AM : (—) DMSO, (—) 1 yM GF120918 uM QT,C,, (.....) T UM QT, (. ... ) 10 uM QT, (-----) 25 uM QT, (- - -) 50 yM QT, (- - -) 100 uM QT, (-.-.-) 300 pM QT, (. - . -)
400 pM QT (E) QT,C, with 0.5 uM calcein-AM: (—) DMSO, (—) 1 pM GF120918, (.....) 0.1 uM QT,C,, (. ... ) 0.5 uyM QT,C,, (-----) 0.75 pM QT,C,, (- - -) 1 pM QT,C,, (-
- =) 2uM QT,Cy, (---) 5 UM QT,Cy, (. - . -) 10 UM QT,C,, (-..-..) 25 uM QT,C, (F) QT,C,Me, with 0.5 uM calcein-AM: (—) DMSO, (—) 1 pM GF120918, (.....) 0.1 uM
QT,C,Mey, (. ...)0.5 uM QT,C,Me, (-----) 0.75 uM QT,C,Me, (- --) 1 M QT,C,Me,, (- - -) 2 uM QT,C,Me,, (-.-.-) 5 UM QT,C,Me,, (. - . -) 10 uM QT,C,Me,, (-..-..) 25
uM QT,C,Me,, (G) QT with 0.5 yM BODIPY-FL-verapamil : (—) DMSO, (—) 1 uyM GF120918, (.....) 1 yM QT, (....) 10 yM QT, (-----) 25 pM QT, (- - -) 50 pM QT, (- - -)
100 pM QT, (-.-.-) 300 pM QT, (. - . -) 400 uM QT (H) QT,C, with 0.5 uM BODIPY-FL-verapamil : (—) DMSO, (—) 1 yM GF120918, (.....) 0.1 uM QT,C,, (....) 0.5 uM
QT,C,, (----) 0.75 uM QT,C,, (- - -) 1 UM QT,C,, (- - -) 2 UM QT,C,, (-.-.-) 5 UM QT,Cy, (. - . -) 10 M QT,C,, (-..-..) 25 pM QT,C, () QT,C,Me, with 0.5 uM BODIPY-FL-
verapamil: (—) DMSO, (—) 1 uM GF120918, (.....) 0.5 M QT,C,Me,, (. . .. ) 0.75 pM QT,C,Me, (-----) 1 M QT,C;,Me, (- --) 2 uM QT,C,Me,, (- - -) 3 UM QT,C,Me,,
(---) 5 uM QT,C,Mey, (. - . -) 10 uM QT,C,Me,, (-..-..) 25 pM QT,C,Me, (J) QT with 3 uM doxorubicin : (—) DMSO, (—) 1 pM GF120918, (.....) 1 uyM QT, (....) 10 uM
QT, () 25 yM QT, (- - -) 50 pM QT, (- - -) 100 pM QT, (-.-.-) 300 yM QT, (. - . -) 400 pM QT (K) QT,C, with 3 uM doxorubicin : (—) DMSO, (—) 1 pM GF120918, (.....)
0.1 pM QT,Cy, (.. ..) 0.5 pM QT,C,, () 0.75 uM QT,C,, (- - -) 1 UM QT,C,, (- - -) 2 pM QT,Cy, (-.-.-) 5 UM QT,C,, (. - . -) 25 pM QT,Cy, (-..-..) 50 uM QT,C, (L)
QT,C,Me, with 3 uM doxorubicin: (—) DMSO, (—) 1 yM GF120918, (.....) 0.1 yM QT,C,Me,, (. ... ) 0.5 M QT,C,Me, (-----) 0.75 uM QT,C,Me, (---) 1 UM QT,C,Me,,
(- - -) 2 M QT,C,Me,, (-.--) 5 UM QT,C,Me,, (. - . -) 25 M QT,C,Me,, (-..-..) 50 uM QT,C,Me,




Figure S3
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Figure S3: Dose response curves for \(CMEC/D3 cells treated with increasing concentrations of (A) QT with 0.5 ug/mL rhodamine 123: (—) DMSO, (—) 1 uyM GF120918,
(...)1TuMQT, (....) 10 uM QT, (-----) 25 yM QT, (- - -) 50 pM QT, (- - -) 100 uM QT, (-.-.-) 200 pM QT, (. - . -) 300 uM QT, (-..-..) 400 uM QT; (B) QT with 0.5 uM calcein
AM: (—) DMSO, (—) 1 uM GF120918, (.....) 1 pM QT, (.. ..) 5 uM QT, (-----) 10 yM QT, (- - -) 25 yM QT, (- - -) 50 uM QT, (-.-.-) 100 pM QT, (. - . -) 200 pM QT, (-..-..) 300
uM QT (C) QT,C,Me, with 0.5 pg/mL rhodamine 123: (—) DMSO, (—) 1 yM GF120918, {(.....) 0.1 uM QT,C,Me,, (. . . . ) 0.25 pM QT,C,Me,, (-—--) 0.5 uM QT,C,Me,, (- -
-)0.75 uM QT,C,Me,, (- - -) 2 uM QT,C,Me,, (-.-.-) 3 UM QT,C,Me,, (. - . -) 7.5 uM QT,C,Me,, (-..-..) 10 uM QT,C,Me,, and (D) QT,C,Me, with 0.5 uM calcein AM: (—)
DMSO, (—) 1 yM GF120918, (.....) 0.1 uM QT,C,Me,, (. . .. ) 0.25 uM QT,C,Me,, (-----) 0.4 uM QT,C,Me,, (- - -) 0.5 pM QT,C,Me,, (- - -) 1 uM QT,C,Me,, (-.-.-) 2 uM
QT,C,Me,, (. -.-) 5 uM QT,C,Me,, (-..-..) 10 uM QT,C,Me,



