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Metabolic stability of B06 in human liver microsomes 

B06 was dissolved in DMSO at 2 mg/mL. Assay conditions, total incubation volume 400 μL, B06 

concentration  1  μM,  protein  concentration  1 mg/mL, NADPH,  1.3 mM.  Potassium  phosphate 

buffer (100 mM) pH 7.4 and human liver microsomes, were purchased from Beckton Dickinson. 

Verapamil, MgCl2 and NaDPH were purchased  from Sigma‐Aldrich, Germany. The equipment 

needed for the study was Beckman Coulter Refrigerated centrifuge, Agilent 1290 Infinity Liquid 

Chromatograph, CTC Analytics PAL HT‐xt injector, Api4000 Mass Spectrometer. Total incubation 

volume 400 L, B06 concentration 1 M, protein concentration 1 mg/mL, NADPH 1.3 mM.  

Test compound: a stock solution of B06 was prepared in DMSO at 25 mM. The final concentration 

in  the  assay  was  1  M.  A  stock  solution  of  2.66 mM  NADPH  was  prepared  by  dissolving 

appropriate amount of NADPH in 100 mM potassium phosphate buffer.  

Analysis: For  the data analysis  the area  ratio of analyzed versus  internal  standard was used  to 

calculate the percentage of remaning compound at each incubation time. The natural logarithm of 

the percentage of reamining B06 was plotted versus incubation time to calculate the half‐life using 

the following equation: Half‐life (T1/2) (min) = 0.693/k (the slope of the natural log of the percent 

remaining versus time). Intrinsic clearance was determined by the following equation: Clint H = Ln 

2/t1/2 (min) x volume incubation (mL)/microsomal protein (mg) x 45 (MPPGL) 1500 g human liver/ 

70 Kg  human  body weight. Units  for  CLint  are  usually  expressed  as mL/min/mg microsomal 

protein, MPPGL = referred to as mg microsomal protein per gram liver [45].  

 

Table S1. Summary of LC‐MS conditions 

 

Table S2. Percentage of verapamil remaining at each incubation time 
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Table S3. Metabolic stability of B06 and verapamil in human liver 

 

Table S4. Compound clearance category classification 

 

Figure S1. Time course of metabolic stability of verapamil in human liver microsomes 

 

Figure S2.Time course of metabolic stability of B06 in human liver microsomes 
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Metabolic stability of B06 in mouse liver microsomes  

A stock solution of B06 was prepared in DMSO at 2 mg/mL. The final concentration assay was 1 

μM. A stock solution of 2.66 mM NADPH was prepared by dissolving appropriate amount of 

NADPH in 100 mM potassium phosphate buffer.  

The equipment needed for the study was Agilent 1290 Infinity UHPLC, ABSciex 5600 QTOF Mass 

Spectrometer, Metabolite Pilot V 1.5 Software.  

Method:  Ionization mode,  electrospray positive; adquisition mode, TOF MS with  IDA MS/MS; 

column, Atlantis T3 C18, 2.1 x 15 mm, 3 μm; mobile phase, water: acetonitrile: 0.1%: formic acid; 

flow rate, 0.3 mL/min; source temperature, 550ºC; column temperature, 25ºC; injection volume, 5 

μL,  run  time,  20  min.  Total  incubation  volume  400  L,  B06  concentration  1  M,  protein 

concentration 1 mg/mL, NADPH 1.3 mM. 

 

Table S5. Summary of LC‐MS conditions 

 

Table  S6.  Percentage  of  verapamil  remaining  at 

each incubation time 

 

 

 

 

 

 

Table S7. Metabolic stability of B06 and verapamil in mouse liver 

Compound  Intrinsec clearance 

(mL/min/mg protein) 

t1/2 (min) 

Verapamil  485.47  5.1 

B06  153.7  16.23 

 

CLint H   ൌ
௅௡ ଶ

୲భ
మሺౣ౟౤ሻ

∗  
௩௢௟௨௠௘ ௜௡௖௨௕௔௧௜௢௡ ሺ௠௅ሻ

௠௜௖௥௢௦௢௠௔௟ ௣௥௢௧௘௜௡ ሺ௠௚ሻ
∗ 45ሺ𝑀𝑃𝑃𝐺𝐿ሻ

ଶ ௚ ௠௢௨௦௘ ௟௜௩௘௥

଴.଴ଶହ ௞௚ ௠௢௨௦௘ ௕௢ௗ௬ ௪௘௜௚௛௧
 

 

 

Time 

(min) 
% compound remaining 

   Plus NADPH 

0  100.00 ± 0.40 

45  0.08 ± 0.07 

60  0.04 ±0.02 

   Minus NADPH 

0  78.40 ± 4.65 

60  59.30 ± 2.63 
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Table S8. Compound clearance category classification (mouse) 

 

 

Figure S3. Time course of metabolic stability of verapamil in mouse liver microsomes 

 

Figure S4. Time course of metabolic stability of B06 in mouse liver microsomes 
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Metabolic profiling of B06 in human liver microsomes 

The equipment used for the analysis was an Agilent 1290 Infinity UHPC, ABSciex 5600 QTOF Mass 

Spectrometer, Metabolite Pilot V 1.5 Sofware.  

Method:  ionization mode,  electrospray positive;  acquisition mode, TOF MS with  IDA MS/MS; 

colum, Atlantis T3 C18, 2.1 x 15 mm, 3 μm; mobile phase, water:acetonitrile: 0.1% formic acid; flow 

rate, 0.3 mL/min; source temperature, 550ºC; column temperature, 25ºC;  injection volume, 5 μL; 

run time, 20 min.  

All the tentative identified metabolites have been evaluated using of a score (40 value). This score 

depend on mass defect, isotope pattern, mass accuracy and MS/MS. In all the cases the score was 

equal or greater than 68%.  

 

 Table S9. Metabolite time course in HLM incubations for B06 

Peak 
ID 

 

Description   Time 
incubation 

(min)  

Formula 

 

m/z 

 

Mass 
error 
(ppm) 

R.T. 
(min) 

Peak 
Area 

% 
Area 

% 
Score 

M1  Loss of C2H4  15  C20H17N2O5FPCl  451.0625  1.0  8.94  1.75E+04  8.4  81.1 

M1  Oxidation   30  C20H17N2O5FPCl  451.0628  1.6  8.89  2.70e+04  17.8  75.0 

M1  Loss of C2H4  45  C20H17N2O5FPCl  451.0624  0.8  8.97  3.70 
E+04 

26.2  85.5 

M1  Loss of C2H4  60  C20H17N2O5FPCl  451.0624  0.9  8.90  4.03 
E+04 

36.0  81.8 

 

Figure S5. Metabolite time course in HLM incubations from 0 to 60 min for B06 
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Metabolic profiling of B06 in mouse liver microsomes  

The equipment used for the analysis was an Agilent 1290 Infinity UHPC, ABSciex 5600 QTOF Mass 

Spectrometer, Metabolite Pilot V 1.5 Sofware.  

Method:  ionization mode,  electrospray positive;  acquisition mode, TOF MS with  IDA MS/MS; 

colum, Atlantis T3 C18, 2.1 x 15 mm, 3 μm; mobile phase, water:acetonitrile: 0.1% formic acid; flow 

rate, 0.3 mL/min; source temperature, 550ºC; column temperature, 25ºC; injection volume, 5 μL; 

run time, 20 min.  

All the tentative identified metabolites have been evaluated using of a score (40 value). This score 

depend on mass defect, isotope pattern, mass accuracy and MS/MS. In all the cases the score was 

equal or greater than 68%.  

All analytical determinations of B06 were performed in according to the recommendations of the 

FDA.1 

 

Table S10. Metabolite time course in MLM incubations for B06 

Peak 
ID 

 

Description   Time 
incubation 

(min)  

Formula 

 

m/z 

 

Mass 
error 
(ppm) 

R.T. 
(min) 

Peak Area  % 
Area 

% 
Score 

M1  Loss of C2H4  5  C20H17N2O5FPCl  451.0620  0.0  8.88  2.74E+04  10.7  88.8 

M1  Loss of C2H4  15  C20H17N2O5FPCl  451.0623  0.5  8.87  7.47E+04  30.9  90.8 

M1  Loss of C2H4  30  C20H17N2O5FPCl  451.0617  ‐0.9  8.87  1.14E+05  60.9  92.0 

M1  Loss of C2H4  45  C20H17N2O5FPCl  451.0623  0.6  8.83  1.06E+05  81.6  93.0 

M1  Loss of C2H4  60  C20H17N2O5FPCl  451.0620  ‐0.1  8.80  1.02E+05  88.9  92.5 

 

Figure S6. Metabolite time course in MLM incubations from 0 to 60 min for B06 

 

 
1 Safety testing of drug metabolites. Guidance for industry. U.S. Department of Health and Human Services 
Food  and  Drug  Administration  Center  for  Drug  Evaluation  and  Research  (CDER)  March  2020 
Pharmacology/Toxicology.  https://www.fda.gov/regulatory‐information/search‐fda‐guidance‐
documents/safety‐testing‐drug‐metabolites  
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Metabolic profiling of B06 in vivo 

Table S11. Metabolite time course in vivo incubations for B06 

 

Figure S7. Metabolite time course in HLM incubations from 0 to 60 min for B06 
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Method validation for quantification of B06 in mouse plasma  

Table S12. Specificity of B06 and internal standard in mouse plasma samples 

 

Table S13. Auto-sampler carry over test of B06 and internal standard in mouse plasma samples  

 

Table S14. Back calculated values (ng/ml) data of cc standard for B06 in mouse plasma samples 

 

Table S15. Accuracy and precision of B06 in mouse plasma samples  
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Figure S8. Blank sample chromatogram of B06 and internal standard in mouse plasma samples 

 

Figure S9. Chromatogram of B06 and internal standard in lloq sample in mouse plasma samples 
(concentration 5 ng/ml)  
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Figure S10. Standard curve of B06 in mouse plasma samples 
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Method validation for quantification of B06 in mouse brain 

Table S16. Specificity of B06 and internal standard in mouse brain samples 

 

Table S17. Auto-sampler carry over test of B06 and internal standard in mouse brain samples 

 

Table S18. Back calculated values (ng/ml) data of cc standard for B06 in mouse brain samples 

 

Table S19. Accuracy and precision of B06 in mouse brain samples 
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Figure S11. Blank sample chromatogram of B06 and internal standard in mouse brain samples 

 

Figure S12. Chromatogram of B06 and internal standard in LLOQ sample in mouse brain samples 
(concentration 2.5 ng/ml) 
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Figure S13. Standard curve of B06 in mouse brain samples 
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In vivo pharmacokinetics of B06 

Figure S14. Calibration curve for B06 in plasma samples  

 

Table S20. Quantitation for B06 in plasma samples at dosing 10 mg/kg and samples grouping and 

statistics in plasma samples 
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Table S21. Samples Grouping and statistics in plasma samples 

 

Figure S15. B06 concentration in plasma samples vs. extraction time 

 

Figure S16. Calibration curve for B06 in brain samples 
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Table S22. Quantitation for B06 in brain samples at dosing 10 mg/kg and samples grouping and 

statistics in brain samples 

 

Table S23. Samples gruoping and statistics in brain samples 
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Figure S17. B06 concentration in brain samples vs. extration time 
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SH-SY5Y Human Cell Line 

Figure S18. Study of the cytotoxic effect of I2‐IR ligands on human dopaminergic cells 

 Cell  line  SH‐SY5Y was  treated  for  24h with  compounds  B06,  Idazoxan  and  2‐BFI  at 

different concentrations  from 0.2  to 20 uM. The cytotoxic effect of  the compounds was 

analyzed by MTT assay. Values represent the mean ± SD from triplicate determinations 

repeated at least three times. 
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1H and 13C NMR spectra 

Diethyl (1RS,3aSR,6aSR)‐5‐(3‐chloro‐4‐fluorophenyl)‐4,6‐dioxo‐1‐phenyl‐1,3a,4,5,6,6a‐

hexahydropyrrolo[3,4‐c]pyrrole‐1‐phosphonate (B06) 
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Ethyl hydrogen ((1R,3aS,6aS)‐5‐(3‐chloro‐4‐fluorophenyl)‐4,6‐dioxo‐1‐phenyl‐

1,3a,4,5,6,6a‐hexahydropyrrolo[3,4‐c]pyrrol‐1‐yl)phosphonate (1) 

 

((1R,3aS,6aS)‐5‐(3‐chloro‐4‐fluorophenyl)‐4,6‐dioxo‐1‐phenyl‐1,3a,4,5,6,6a‐

hexahydropyrrolo[3,4‐c]pyrrol‐1‐yl)phosphonic acid  
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Representative data of 1H-NMR spectra 

Table S24. 1H chemical shifts for new compounds including both the multiplicity and the 

coupling constants 

 

 

  

Compound CH2CH3 CH2CH3 H3 H6a H3a 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

B06 

1.20 
t 

7.0 

1.28 
t 

7.0 

8.05 
d 

4.5 

4.25 
dd 

8.0, 18.0 

4.47 
m 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 

1.17 
t 

7.0 
- 

8.20 
d 

7.5 

4.21 
dd 

4.5, 17.5 

3.87-4.13 
m 

 
 

- - 

7.96 
s 

4.22 
d 

17.0 

3.35 
s 
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HPLC/MS analysis 

Diethyl (1RS,3aSR,6aSR)‐5‐(3‐chloro‐4‐fluorophenyl)‐4,6‐dioxo‐1‐phenyl‐1,3a,4,5,6,6a‐

hexahydropyrrolo[3,4‐c]pyrrole‐1‐phosphonate (B06) 
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Ethyl hydrogen ((1R,3aS,6aS)‐5‐(3‐chloro‐4‐fluorophenyl)‐4,6‐dioxo‐1‐phenyl‐

1,3a,4,5,6,6a‐hexahydropyrrolo[3,4‐c]pyrrol‐1‐yl)phosphonate (1) 
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((1R,3aS,6aS)‐5‐(3‐chloro‐4‐fluorophenyl)‐4,6‐dioxo‐1‐phenyl‐1,3a,4,5,6,6a‐

hexahydropyrrolo[3,4‐c]pyrrol‐1‐yl)phosphonic acid  

 

 


