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Figure S1. Primary STD screening results showing the sets of common binders and selective binders. Red colored 

fragments passed additional validation with trNOE. 

 

Figure S2. Different types of STD spectra. A) Diffference spectrum for a mixture of fragments against BrmGRX, B) 

Off‐resonance spectrum (blue) and on‐resonance spectrum (red) for the same set of fragments (as with difference 

spectrum) against BrmGRX. 
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Figure  S3.  Overlays  of  the  15N‐HSQC  spectra  for  RK155,  RK214,  RK207,  and  RK246  against  BrmGRX.  RK207 

showed maximum CSPs. 

 

Figure  S4.  15N‐HSQC  experiments  for  fragment  RK207  against  orthologous  proteins  showing  concentration 

dependent specificity. (A), (B), and (C) represents 15N‐HSQC spectra of 0.25 mM BrmGRX with 0.5 mM, 2 mM and 

5 mM of RK207,  respectively. Similarly,  (D),  (E), and  (F)  for 0.25 mM hGRX1 with 0.5 mM, 2 mM and 5 mM of 

RK207, respectively. (Red‐ apo, blue‐ with fragment). 
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Figure S5. Overlays of spectra for kinetic studies of 5 fold excess of compound against BrmGRX performed via 15N‐

HSQC  at  different  time  intervals.  (A)  Compound  5  vs  BrmGRX,  Red: Apo;  Incubation  periods  at  25  °C with 

compound:‐  orange:  zero NMR  time,  green:  1  h,  blue:  2  h, magenta:  6  h,  and  cyan:  24  h.  (B) Compound  6  vs 

BrmGRX, Red: Apo,  Incubation periods at 25 °C with compound:‐ orange: zero NMR  time, green: 1 h, blue: 2 h, 

Tomato red: 6 h, magenta: 24 h, cyan: 48 h, purple: 96 h, Black: 168 h, and Gold: 192 h. 

A 

B 
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Figure S6. STD spectra of proteins without fragments (upfield region). A) STD spectrum for hGRX1 protein, B) STD 

spectrum  for  BrmGRX.  Off‐resonance  and  on‐resonance  frequency  applied  were  −14.24  ppm  and  −0.74  ppm 

respectively, for both proteins. The protein concentration used was 0.2 mM in deuterated environment. 

 

Figure  S7.  STD  spectra  for RK207  (in mixture)  against  BrmGRX.  The  expanded  view  for  each  of  the  aromatic 

protons of RK207 is also shown. 
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Figure  S8.  1H‐NMR  spectrum  for  compound  3. Upfield  –shift  occurred  for  aromatic  hydrogens  because  of  the 

interaction with ruthenium. Some  impurities signals are present, which are  from solvents and starting materials. 
1H‐NMR (DMSO) δ: 8.65 (s, 1H; N‐H), 7.21–8.02 (multiple peaks; 4H; Ar‐H), 6.30 (s, 4H, pyrrol), 5.78–5.86 (multiple 

peaks; 5H; Ar‐H), 5.56 (s, 1H; cyclohexadienyl H), 3.81 (s, 2H; N‐CH2), 2.61 (t; 2H;NH‐C‐CH2‐CH‐CH‐), 1.09 (t, 2H; 

CH‐CH2‐CH) ppm. 

 

Figure  S9.  1H‐NMR  spectrum  for  compound  7  or  RK464  in  deuterated methanol.  This  compound was  further 

verified with HRMS, IR and X‐ray crystallography. The thermal ellipsoid structure of this compound is shown  in 

Figure S19. 



Molecules 2016, 21, 846; doi:10.3390/molecules21070846   S6 of S14  

 

Figure S10. 1H‐NMR for compound 8 or RK465 in deuterated methanol. 

 

Figure S11.  1H‐NMR spectrum of compound 4. Some  impurities signals  from starting material such as methyl 4‐

iodo benzoate and solvents can be seen. The estimated relative percentage purity of this compound was found to be 

about 77% by moles. 
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Figure S12. 1H‐NMR spectrum of compound 5. Some impurities signals from starting material such as (compound 

4–NH3) and solvents can be seen. The estimated relative percentage purity of this compound was found to be about 

88% by moles. 

 

 

Figure S13.  1H‐NMR  spectrum  for  compound 6. Some  impurities  signals  from  starting material  such as  such as 

(compound  4–NH3)  and  solvents  can  be  seen.    Reduction  of  peak  size  at  3.85  ppm  demonstrate  hydrolysis  of 

compound 5. The estimated relative percentage purity of this compound was found to be about 90% by moles. 
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Figure S14. HRMS spectrum for compound 7 or RK464 in methanol. 

 

Figure S15. HRMS spectrum for compound 8 or RK465 in methanol. 

S1: 1 ug/mL in MeOH, S2: 5 ug/mL Leu-Enk in MeOH/H2O

m/z
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600

%

0

100

160222_IMI-MIB-BENZOATE-RK464_160130_TRIAL 1A 77 (1.855) Cm (58:82) TOF MS ES+ 
5.08e4203.0808

97.9663127.9804
154.0589

204.0991

331.1108
289.0566259.0459 495.1088331.6130

Figure B7

S1: 1 ug/mL in MeOH, S2: 5 ug/mL Leu-Enk

m/z
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900

%

0

100

160114_RK465_150747_TRIAL 1_SUBSTRACTED 4 (0.138) TOF MS ES+ 
2.77e3189.0672

167.0680

80.9468

82.9414

211.0614

360.3703

321.0426212.0726
361.3695 559.5962587.6427

Figure B9
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Figure S16. HRMS for compound 4. 

 

S1: 0.5 ug/mL in MeOH w/ 2 uL add. 5 ug/mL NaTFA, S2: 5 ug/mL Leu-Enk in MeOH/H2O

m/z
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900

%

0

100

160222_RK207 AMINE-02222016_160120_TRIAL 4_SUBSTRACTED 33 (0.843) TOF MS ES+ 
943387.1211

253.0936

112.1001

214.0936

120.0372

275.1845

363.1297

276.1801

553.3790

388.1350

474.2379

569.3796

570.3893

751.2937571.3913

Sample: compound 4
Background substracted

[M + Na]+

[M + Na]+ + MIB

Conc: 1 ug/mL in MeOH

m/z
205 210 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265 270 275 280 285 290 295

%

0

100

160308_RK207ACP ESTER 3_160163_SUBSTRACTED 65 (1.122) TOF MS ES+ 
568214.0882

284.3090215.1012

285.3147

Conc: 1 ug/mL in MeOH

m/z
274 276 278 280 282 284 286 288 290 292 294 296

%

0

100

160308_RK207ACP ESTER 3_160163_SUBSTRACTED  65 (1.122) Sm (Mn, 1x2.00) TOF MS ES+ 
91.6284.3090

280.0455278.2509

285.3085

288.1550

Sample:Compound 5
Background substracted

[M + H]+ ‐ NH3

Calculated m/z: 214.0868

[M]˙+

[M]˙+

Calculated m/z: 284.3105

Calculated m/z: 284.3105

A
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Figure S17.  (A) HRMS  for  compound  5.  It  contains  little  impurities,  especially  (compound  4–NH3),  and  (B) On 

further purification  of  the  sample,  it  get  oxidized  and  forms  [M]+, probably  because  of  the presence  of  a  lot of 

conjugating double bonds in the compound 5.  

 

Figure S18. HRMS for compound 6 (Negative polarity). 

S1: 0.5 ug/mL in MeOH, S2: 5 ug/mL Leu-Enk in MeOH/H2O

m/z
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600

%

0

100

160222_RK207ACP-2_160131-3_TRIAL 1_SUBSTRACTED 65 (1.598) Cm (1:81) TOF MS ES+ 
1.56e4339.1645

214.0784

173.0272

203.0406

186.1222

229.0901

307.1058

285.1578
268.1092

230.0989

255.1576

243.1170

317.1784

337.1151

340.1678

398.2329369.1586
363.1339

344.1345 376.0885
415.1295

466.1684416.1493
444.1892 576.1754

[M + Na]+

[M + H]+

S1: 0.5 ug/mL in MeOH, S2: 5 ug/mL Leu-Enk in MeOH/H2O

m/z
300 302 304 306 308 310 312 314

%

0

100

%

0

100

160222_RK207ACP-2_160131-3_TRIAL 1_SUBSTRACTED  (0.087) Cu (0.05); Is (1.00,1.00) C16H16N2O3Na
8.24e12307.1059

308.1059

160222_RK207ACP-2_160131-3_TRIAL 1_SUBSTRACTED 65 (1.598) Cm (1:81) TOF MS ES+ 
6.26e3307.1058

304.1029300.0752 301.1530
305.1494

308.1122
310.1494

309.1267 313.1103
311.1348

314.1200

Sample: Compound 5
Background substracted

Theoretical isotope pattern of 
[M + Na]+

Experimental isotope pattern of 
[M + Na]+

B

S1: 0.5 ug/mL in MeOH, S2:  4 ug/mL Leu-Enk in MeOH/H2O

m/z
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520

%

0

100

160329_RK207 ACP ACID-2_160262_TRIAL 2NA 42 (1.048) Cm (3:82) TOF MS ES- 
1.98e4363.1270

269.0911

175.0670

176.0707

270.0994

303.0756

397.1050

364.1299

365.1271

395.0995

399.1008

403.1002
479.1998405.1037

Sample: compound 6, Polarity:Negative

[M ‐ H]‐



Molecules 2016, 21, 846; doi:10.3390/molecules21070846   S11 of S14  

 

Figure S19. X‐ray crystallography structure for compound 7 or RK464 (CCDC code: CCDC 1471207), with R = 0.2. 
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Figure S20. IR for methyl 4‐(1H‐imidazol‐1‐yl) benzoate or compound 7 or RK464. 

 

Figure S21. IR for 4‐(1H‐imidazol‐1‐yl)benzoic acid or compound 8 or RK465. 
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Figure S22. Solvent mapping via FTMap. Shifted residues and  the active site are colored as  in Figure 5 C,D.  (A) 

Unfiltered  FTMap  results.  Consensus  clusters  are  rendered  as  sticks.  (B)  Clusters  retained  for  being  in  close 

proximity  to  shifted  residues.  Consensus  cluster  #1  (orange)  has  the  largest  number  of  probe molecules  and 

represents  the  primary  binding  site.  (C)  Retained  clusters with  surfaces  rendered.  These  served  to  define  the 

binding site for RK207 in molecular dynamics simulations. 

 

Figure S23. BrmGRX activity with lead compounds (A) 5 and (B) 6, (C) acrylamide, and (D) apo with no compound 

added. Little reduction in activity is seen in the acrylamide and apo samples. In our experience the loss in activity in 

the apo sample is within normal variation for the HED assay. Loss in activity above this suggests some inhibition 

due to lead compounds 5 and 6. 



Molecules 2016, 21, 846; doi:10.3390/molecules21070846   S14 of S14  

 

Scheme S1. Synthetic scheme for Ru207 dimer or compound 3 from RK207.Birch reduction was followed to prepare 

compound 1, which was later EDC coupled with RK207 to form compound 2. This amide compound was further 

metalated with RuCl3.xH2O  to  form compound 3. The change  in color of  the  solution  from a dark  red  to a  light 

yellow‐orange confirmed the formation of compound 3.  


