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Abstract	
Drug development  is a challenging process, which often  fails. To ameliorate  this, we attempted  to 

develop an efficient methodology for fragment‐based drug design based on dynamic combinatorial 

chemistry and NMR spectroscopy. To this end, two libraries were designed based on crystallographic 

data from the group of Klebe for the model protein endothiapepsin using computer aided modelling. 

The designed compounds all feature an acylhdyrazone linker and at least one fluorine atom. The first 

library was discarded due  to problems with  the  synthesis.  The  second  library was  analysed using 

quantitative  19F‐NMR  and  1H‐STD‐NMR  spectroscopy,  using  trifluoroacetic  acid  as  an  internal 

reference for the fluorine NMR spectra. No binding compounds could be identified, even though one 

of the compounds was a known binder. It is hypothesised this is due to the trifluoroacetic acid since 

the  1H‐STD‐NMR  spectrometry  also  produced  no  results.  However,  it  could  be  concluded  that 
19F‐NMR  spectrometry  provides  better  peak  resolution with  little  loss  of  sensitivity  compared  to 
1H‐NMR  spectrometry when  analysing mixtures;  and  that  STD‐NMR  requires  far  less protein  than 

regular NMR spectroscopy for analysing templated DCLs. 
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Figure 2: The process of structure‐based drug design. 

Fragment‐based	drug	design	
Fragment‐based drug design  is a methodology  that  can be used  to  facilitate  structure‐based drug 

design,  and  in  particular  the  lead‐identification  and  optimisation  steps.  Classically,  many  large 

compounds  are  screened  against  a  target,  in  the  hope  one  or  more  will  bind  to  the  protein 

(high‐throughput  screening,  HTS).  However,  because  the  compounds  screened  are  usually  rather 

large, and enzymes bind compounds very selectively, many compounds often need to be screened to 

find  a  successful  candidate.[1]  Two  alternative  approaches  can  be  used when  applying  fragment‐

based drug design: fragment linking, and fragment growing. 

In  fragment  linking and growing,  smaller compounds are  screened  instead. These will usually bind 

the target enzyme only weakly, but chemical space can be sampled far more efficiently. If multiple, 

small compounds bind the protein in different pockets, these can be thought of as fragments of the 

ultimate inhibitor. In this case, if the binding modes of these fragments can be elucidated, it may be 

possible  to  link  the  fragments  together  in order  to obtain a highly potent  inhibitor  in an efficient 

manner. However, great care must be exercised: if there is too much strain in the linker between the 

fragments, or  if  it slightly too  long or too short, this will prevent the  inhibitor from binding  like the 

fragments, leading to a loss of potency. Because of this strict geometrical requirement on the linker, 

fragment  linking  is usually considered hard, but  there are examples  in which  this methodology has 

been successfully applied, resulting in very potent inhibitors.[4–6]  

If instead there is only binding information available for one fragment, this fragment may be "grown" 

in  order  to  make  more  beneficial  interactions  with  the  protein.  This  process  is  generally more 

elaborate than fragment linking, but it is easier. There are still pitfalls however. It is often very easy 

to  identify  empty  hydrophobic  pockets  in  a  three‐dimensional model  of  an  enzyme. Growing  the 

inhibitor  in  this  direction  would  probably  result  in  an  insoluble  compound  however.  This 
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Discussion	

Quantitative	19F‐NMR		
Two  spectra  were  recorded,  one  of  a  sample  containing  a  high  protein  concentration,  and  one 

without protein (experimental details can be found in the Supporting Information). Peaks were well 

separated, although less so for trifluoromethylated compounds. The integrals of the peaks from the 

library  members  were  normalised  against  the  integral  of  peak  from  trifluoroacetic  acid  and 

compared.  Since  sum  of  the  concentration  of  acylhydrazone  and  the  concentration  the 

corresponding hydrazide should be constant, their respective peak areas were summed to 100%. The 

result  is  plotted  in  Figure  11.  Unfortunately,  upon  addition  of  protein,  no  significant  change  in 

concentrations is observed. This means that none of the compounds bind to the protein according to 

these data. The raw data and spectra are provided in the Supporting Information. 

 

Figure 11:The difference  in peak area for separate  library members between a sample containing protein (plus), and one 
without (minus).  

1H‐STD‐NMR	
No signal could be observed from the 1H‐STD‐NMR spectrum, not even one originating from 9 (the 

spectrum is provided in the Supporting Information). Since 9 is a known inhibitor this could indicate a 

problem with library, and it is hypothesised that the trifluoroacetic acid interferes with the binding of 

library members to the protein by either denaturing the protein, blocking the active site, or stopping 

the acylhydrazone exchange. Therefore, these experiments should be repeated with either a  lower 

concentration  of  trifluoroacetic  acid,  a  different  reference  compound,  or with  a  library  of  known 

binders in order to validate the methodology. 

19F‐STD‐NMR	
Despite our best efforts, no  19F‐STD‐NMR  spectrum could be  recorded on  the NMR  spectrometers 

available. No machine was available with a probe that could be tuned to 19F and 1H simultaneously. 

Tuning a probe to 19F and saturating 1H at −1.2 ppm by directly specifying the  frequency produced 

too many artefacts to yield a useful spectrum.  
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Conclusions	
In  conclusion, DCC  can play a  significant  role  in both  fragment  linking and  fragment growing, and 

should be part of every medicinal  chemist’s  toolkit. However, analysis of  the  resulting mixtures  is 

often  challenging, but here  a  variety of NMR  techniques  can help, providing  a way  to  analyse  an 

equilibrating  library  in a non‐destructive manner. STD‐NMR  is particularly  interesting  in  this sense, 

since it requires very little protein. 

As demonstrated, 19F‐NMR could extend these techniques further, granting  less background signals 

and excellent peak separation. The only additional requirement is that all relevant compounds must 

contain at least one 19F atom. 

Modelling and the NMR studies are in agreement, and no inhibitor was found in this study. It would 

be worthwhile to repeat this methodology with a library of known inhibitors, as well as repeating it 

with  a  different  reference  compound  to  make  sure  trifluoroacetic  acid  does  not  influence  the 

measurements.  Once  it  is  conclusively  proven  that  19F‐STD‐NMR  and  quantitative  19F‐NMR  are 

suitable for analysing DCLs,  it should be explored how  little protein  is required as a function of the 

free energy of binding of the library members. 
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Supporting	Information		
All figures in this work featuring endothiapepin are generated using PyMOL.[31] 

Library	A	—	Compounds	1	to	8	

Modelling	methods	
The target compounds were first designed inside the protein using Moloc,[29] and their position was 

optimised whilst keeping the protein stationary. Each acylhydrazone was docked  inside the enzyme 

using the FlexX docking module in the LeadIT suite.[30] Aspartic acid residue 219 was protonated and 

key water molecules were  unrestrained;  E/Z  isomerism was  considered.  30  poses were  kept  per 

ligand.  

The  resulting poses were  visually  inspected  to  ensure  they  bound  to  the protein  like  the  original 

fragments, and were otherwise discarded. The most promising pose was used for Hyde scoring[30] in 

order to obtain a predicted free energy of binding (ΔGHyde).  

Colour code for the figures: O: red, N: blue, F: pale cyan, Cprotein: green, Cligand: orange. The solvent‐

accessible  surface of  the  protein  is  shown  in  grey. Hydrogen bonds  are  shown  as dashed,  yellow 

lines. 
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Modelling	results	
Table S1 depicts the binding energies as predicted by Hyde. 

Compound  ΔGHyde (kJ/mol) 

1  −30 

2  −39 

3  −21 

4  −30 

5  −32 

6  −39 

7  −19 

8  −17 
Table S1: The binding energies for compounds 1–8, predicted by Hyde. 

  	



 

1:	(E)‐N

ΔGHyde = 

 

 

N'‐(2‐(2‐Ami

−30 kJ/mol 

 

S4 

S2 

noethyl)‐5‐

 

 S1' 

 

(diethylami

 

ino)benzyliddene)‐2‐fluo

 
S

orobenzohyd

S2' 

S

drazide	

  

3 

S1 

 S3 

 



 

2:(E)‐N'

ΔGHyde = 

 

 

S

'‐(2‐(2‐Amin

−39 kJ/mol 

 

S4 

S2 

noethyl)‐5‐(

 

 S1' 

 

(diethylamin

  

no)benzyliddene)‐2‐(2‐fl

 
S2

luorophenyl

2' 

S3

l)acetohydr

  

3 

S1 

 S4 

razide	

 



 

3:	(E)‐N

ΔGHyde = 

 

 

 
S2

N'‐(2‐(2‐(2‐A

−21 kJ/mol 

S4 

 

Aminoethyl)

  

 

S1' 

 

‐5‐(diethylaamino)phen

 

nyl)ethyliden

S2'

ne)‐2‐fluoro

  

S3

S

obenzohydra

S1 

 S5 

azide	

 



 

4:	(E)‐N
drazide	

ΔGHyde = 

 

 

S

N'‐(2‐(2‐(2‐A

−30 kJ/mol 

 

S4 

S2 

Aminoethyl)

 

 

 S1' 

 

‐5‐(diethyla

 

amino)phennyl)ethyliden

 
S2

ne)‐2‐(2‐fluo

2'

S3

orophenyl)a

  

3 

S1 

 S6 

acetohy

 



 

5:	(E)‐2

ΔGHyde = 

 

 

‐(2‐Aminoe

−32 kJ/mol 

 

S4 

S2 

thyl)‐5‐(die

  

 

 S1' 

 

ethylamino)‐‐N'‐(2‐fluorobenzyliden

 
S

ne)benzohyd

S2' 

S

drazide	

  

S3 

S1 

 S7 

 



 

6:	(E)‐2

ΔGHyde = 

 

 

‐(2‐Aminoe

−39 kJ/mol 

 

S4 

S2 

thyl)‐5‐(die

 

 S1'

 

ethylamino)‐

  

 

‐N'‐(2‐(2‐fluuorophenyl)

 

)ethylidene)

S2' 

S

)benzohydra

  

S3 

S1 

 S8 

azide	

 



 

7:	(E)‐2

ΔGHyde = 

 

 

S

‐(2‐(2‐Amin

−19 kJ/mol 

 

S4 

S2 

noethyl)‐5‐(

 

 S1' 

diethylamin

  

no)phenyl)‐NN'‐(2‐fluoro

 
S2

obenzylidene

'

S3 

e)acetohydr

  

S1 

 S9 

razide	

 



 

8:	(E)‐2
drazide	

ΔGHyde = 

 

S

‐(2‐(2‐Amin

−17 kJ/mol 

 

S4 

S2 

noethyl)‐5‐(

 

 S1' 

diethylamin

  

no)phenyl)‐NN'‐(2‐(2‐flu

 
S2

orophenyl)e

' 

S3 

ethylidene)a

  

S1 

 S10 

acetohy

 



 

Synthe
The plan

obtained

and S2).

Library d

Scheme S1
with a box
night; rt: r

 

esis	
nned and att

d starting ma

 Since not a

design). 

1: The used syn
x; target compo
room temperat

tempted  syn

aterials are s

all desired co

nthetic routes f
ounds are  in b
ure; quant.: qu

nthetic  route

surrounded w

ompounds c

or the fluoroph
lue; failed reac
antitative. 

es are depic

with a box, a

could be obt

henyl compoun
ctions are show

cted  in  the  f

and target co

tained, a dif

ds. Commercia
wn with a red, c

ollowing  sch

ompounds ar

ferent  librar

lly obtained co
crossed arrow. 

hemes. Com

re in blue (Sc

ry was desig

ompounds are s
 Abbreviations

 S11 

mercially 

cheme S1 

gned  (see 

 

surrounded 
: o.n.: over 



 

Scheme S2
obtained  c
crossed ar

 

2: The used syn
compounds are
rrow. Abbreviat

nthetic routes f
e  surrounded w
tions: o.n.: over

	

for the 2‐(2‐am
with a box;  tar
r night; rt: room

minoethyl)‐5‐(di
rget  compound
m temperature.

ethylamino)be
ds are  in blue; 
. 

nzohydrazide c
failed  reaction

compounds. Co
ns are  shown w

 S12 

 

mmercially 
with a  red, 



 

Methyl	2
N‐Iodosu

in dry m

stirred  i

heptane

mixture 

saturate

solvent i

7.94 (td,

δ= −109.

2‐fluoroben
uccinimide (1

methanol  (25

n  the  dark 

e). Upon com

was  extrac

ed  aqueous 

in vacuo yiel

, 1H), 7.56 – 

.50 – −109.7

nzoate	(29)[3

1.4 g, 6.22 m

5 mL), and 2

for  2.5  h,  a

mpletion, wat

cted  with  50

NaCl  solutio

ded 29 as a 

7.46 (m, 1H

4 (m, 1F). 

32]	
mmol, 2.4 eq

28  (0.41 mL, 

and  the  rea

ter (16 mL) a

0%  ether  in

on,  dried  ov

yellow liquid

), 7.20 (td, 1

) and dried K

 0.32 g, 2.5

action  was  f

and sodium 

n  pentane  (4

ver magnesiu

d (0.44 g, 2.8

H), 7.14 (ddd

K2CO3 (1 g, 7

6 mmol, 1 e

followed  by 

thiosulfate (

4  ×).  The  o

um  sulfate  a

85 mmol, 75

d, 1H), 3.93 

.24 mmol, 2.

eq) was adde

TLC  (SiO2; 

(1.6 g) were 

rganic  phas

and  filtered.

5%). 1H‐NMR

(s, 3H). 19F‐N

.8 eq) were 

ed. The mix

20%  ethylac

added. The 

se  was  wash

.  Evaporatio

R(400 MHz, C

NMR(376 MH

 

 

 S13 

dissolved 

xture was 

cetate  in 

resulting 

hed  with 

on  of  the 

CDCl3): δ= 

Hz, CDCl3) 



 

2‐Fluoro
29 (0.4 g

Upon ad

the reac

(aq) wer

and  the

filtration

2.13 mm

6.84 (td,

obenzohydr
g, 2.60 mmo

ddition of hyd

ction with TL

re added and

e  resulting  m

n, and  the  s

mol, 82.5%) a

, 1H), 6.79 – 

razide	(30)[1

l, 1 eq) was d

drazine the s

LC (SiO2; 30%

d the metha

mixture  was

olvent was 

as a bright or

6.69 (m, 1H)

19]	
dissolved in 

solution disc

% ethylacetat

nol was rem

s  sonicated. 

removed  fro

range solid. 1

), 2.12 (p, 2H

methanol (1

colored. The 

te in heptan

moved in vac

Compound

om  the  resu
1H‐NMR(400

H). 19F‐NMR(3

1.7 mL) and N

solution was

e). Upon co

cuo. 1.25 M e

ds  that  did 

lting  solutio

0MHz, CDCl3)

376 MHz, CD

N2H4∙H2O (1.0

s refluxed fo

mpletion a f

ethanolic HC

not  dissolve

n  in  vacuo  y

): δ= 7.39 (td

DCl3): δ= −106

05 g, 21 mm

or 6 h whilst f

few drops of

Cl (15 mL) w

e  were  rem

yielding 30 

d, 1H), 7.12 (

6.54 (p, 1F). 

 

 

 S14 

mol, 8 eq). 

following 

f 2 M HCl 

as added 

moved  by 

(329 mg, 

(tdd, 1H), 



 

Methyl	2
31 (1 g, 

with a se

left  to  s

heptane

amount 

3H),  3.5

121.56, 

2‐(2‐fluorop
6.49 mmol, 

eptum and a

stir overnigh

e).  Upon  com

of pure 32. 

8  (s,  2H).  13

121.40, 115.

phenyl)aceta
1 eq) was d

acetyl chlorid

t  after whic

mpletion  th
1H‐NMR(40

3C‐NMR(101

.64, 115.43, 5

ate	(32)*	
dissolved  in d

de (2.5 mL, 

ch  the  conve

e  solvent  w

0 MHz, CDC

 MHz,  CDCl

52.31, 34.44

dry methano

35.16 mmol

ersion was  c

was  evapora

Cl3): δ= 7.21 

l3):  δ=  171.2

4. 19F‐NMR(3

ol (30 mL)  in

, 5.4 eq) wa

checked with

ated  in  vacu

– 7.12  (m, 2

28,  162.41,

76 MHz, CDC

n a round‐bo

s added slow

h  TLC  (SiO2; 

uo  which  yie

2H), 7.05 – 6

159.96,  131

Cl3): δ= −117

ottom flask e

wly. The mix

20%  ethyla

elded  a  qua

6.90  (m, 2H)

1.57,  129.22

7.21 – −117.4

 

 

 S15 

equipped 

xture was 

cetate  in 

antitative 

), 3.61  (s, 

,  124.26, 

46 (m). 



 

  	

 

 S16 



 

2‐(2‐Flu
32 (0.7 g

8 eq). Th

ethylace

methano

mixture 

was rem

white so

(s, 2H), 2

uorophenyl)
g, 4.16 mmo

he resulting m

etate  in  hep

ol  was  remo

was sonicate

moved  from t

olid. 1H‐NMR

2.08 (s, 1H). 1

acetohydra
l, 1 eq) was 

mixture was

ptane).  Upon

oved  in  vac

ed. Compou

the resulting

R(400 MHz, D
19F‐NMR(376

zide	(33)*	
dissolved in 

 refluxed ov

n  completio

uo.  1.25 M 

nds that did

g solution  in

DMSO‐d6): δ=

6 MHz, DMSO

 ethanol (1 m

ernight. The

n  a  few  dr

ethanolic  H

 not dissolve

n vacuo yield

= 11.11 (s), 7

O‐d6): δ= −1

mL) and N2H

 conversion 

ops  of  2  M

HCl  (23.3 m

e were remo

ding 30  (454 

7.42 – 7.29 (

17.06 (q, 1F)

4∙H2O (1.61 

was checked

  HCl  (aq)  w

L)  was  adde

oved by filtra

mg, 2.70 m

m, 2H), 7.22

). 

mL, 1.66 g, 3

d with TLC (S

were  added 

ed  and  the 

ation, and th

mmol, 65%) a

2 – 7.14 (m, 

 

 

 S17 

33 mmol, 

SiO2; 30% 

and  the 

resulting 

e solvent 

as an off‐

2H), 3.65 



 

2‐(2‐Flu
31 (0.2 g

trimethy

after wh

The resu

instead, 

34  could

correspo

31 (771 

triperflu

nitrogen

followed

mixture 

magnesi

column c

5‐Bromo
To 35 (5

solution 

and extr

dried ov

15.3 mm

1H), 3.10

               
* Reaction

uorophenyl)
g, 297 mmol,

ylamine (181

hich  it was co

ulting mixtur

only aromat

d  not  be  syn

onding alcoh

mg, 5 mmo

orophenylbo

n  line. After 

d by 1 M HCl

was  extrac

um sulfate, 

chromatogra

o‐2,3‐dihyd
.27 g, 23 mm

was stirred 

racted with D

ver sodium s

mol, 68%) as 

0 (t, 2H), 2.7

                      
n performed b

acetaldehyd
, 1 eq) was d

1 µL, 131 mg,

ooled to −78

re was stirred

tic hydrogen

nthesised  by

ol was obser

l, 1 eq); ben

orane  (2.56 

1.3 h  the  c

l (aq, 20 mL)

cted  three  t

filtered and

aphy (SiO2; 2

ro‐1H‐inden
mol, 1 eq) wa

for 1 h at 0°

DCM. The or

sulfate,  filter

white needl

7 – 2.69 (m, 

                       
by Milon Mon

de	(34)*	
dissolved in D

, 297 mmol, 

8°C followed

d for 30 min

 atoms are o

y  reducing  3

rved. 

zene (3 mL);

mg, 5 µmol,

rude  reactio

 whilst stirri

times  with  e

 the solvent

2% ethylaceta

n‐1‐one	(36
as added chlo

C after whic

rganic layer w

red and  the 

les. 1H‐NMR

2H). 

ndal. 

DCM (2 mL). 

1 eq) were a

d by the add

. No formati

observed. 

32 with DIBA

; triethylsila

, 0.001 eq) w

on mixture w

ng vigorousl

ether.  The 

t was remov

ate in penta

6)[33]	
orosulfonic a

h the reactio

was washed

solvent was

(400 MHz, C

TMSCl (165 

added at 0°C

ition of 1.2 

ion of aldehy

AL‐H  in  tolu

ne (1.84 mL,

were added 

was dried  in

ly for 3 h at 

organic  laye

ved  in vacuo

ne). No prod

acid (40 mL, 

on was quen

 with concen

s removed  in

CDCl3): δ= 7.8

µL, 141 mg, 

C. The mixtur

M DIBAL‐H  i

yde 34 was o

uene  at  −78°

, 1.34 g, 11.5

to a dried fl

vacuo.  THF

room tempe

ers  were  co

. The produc

duct formatio

70.1 g, 602 m

ched with ic

ntrated sodiu

n vacuo, whi

88 (d, 1H), 7

297 mmol, 1

re was stirre

in toluene (1

observed by 

°C.  Reductio

5 mmol, 2.3

lask equippe

F  (20 mL) wa

erature. The 

ombined,  dr

ct was purif

on was obse

mmol, 26 eq

ce‐cold wate

um bicarbon

ich yielded 3

7.69 (dd, 1H)

 S18 

1 eq) and 

d for 1 h; 

1.08 mL). 
1H‐NMR, 

on  to  the 

 eq); and 

ed with a 

as  added 

resulting 

ried  over 

ied using 

rved. 

) and the 

r (70 mL) 

nate (aq), 

36  (3.2 g, 

, 7.37 (d, 

 



 

6‐Bromo
To a sol

sodium 

warm  to

1 M  sod

organic l

sodium 

ethylace
1H‐NMR

2H). 

 

o‐3,4‐dihyd
ution of 36 

azide  (1.39 g

o  room  temp

dium  hydrox

layers were 

sulfate,  filte

etate or DCM

(400 MHz, C

roisoquinol
(3 g, 14.2 m

g, 21.32 mm

perature and

xide  (aq,  50 

washed sequ

ered,  and  c

M. Four batch

CDCl3): δ= 8.4

	

in‐1(2H)‐on
mmol, 1 eq)  i

mol, 1.5 eq) w

d stirred ove

mL).  The  a

uentially wit

oncentrated

hes yielded a

46 (s, 1H), 7

ne	(37)[34]	
in DCM  (84 

was added s

ernight. The 

aqueous  laye

th water and

d  in  vacuo. 

a total of 2.1

7.11 (dd, 1H)

mL) and me

slowly. The r

mixture wa

er  was  extra

d saturated a

The  resultin

16 g of 37 (9.

), 7.05 – 6.9

ethansulfonic

resulting mix

s partitioned

acted  with  D

queous NaC

ng  solid  was

55 mmol, 68

4 (m, 2H), 2

c acid  (42 m

xture was al

d between D

DCM.  The  c

Cl solution, d

s  recrystallis

8%) as white

2.93 (t, 2H), 

 S19 

mL) at 0°C 

lowed to 

DCM and 

combined 

ried over 

sed  from 

e crystals. 

2.64 (dd, 

 



 

6‐(Dieth
An oven

(900  m

2‐dicyclo

was plac

8.748 m

a syringe

(SiO2; 50

with  eth

2.1 mmo
1H‐NMR

2H), 2.37

 

hylamino)‐3
‐dried Schle

mg,  3.98  m

ohexylphosp

ced under a

L, 8.75 mmo

e. The solutio

0% ethylacet

hylacetate, 

ol,  53%)  as

(400 MHz, D

7 (t, 2H), 1.0

3,4‐dihydroi
nk flask equi

mmol,  1  eq

hino‐2′,6′‐di

n Argon atm

ol, 2.2 eq) an

on was heat

tate  in penta

washed  wit

s  an  orang

DMSO‐d6): δ=

5 (t, 6H). 

	

soquinolin‐
ipped with a

q),  palladiu

isopropoxyb

mosphere, a

d diethylam

ed to 50°C a

ane). After c

th  water,  a

ge  solid.  T

= 9.74 (s, 1H

1(2H)‐one	(
a magnetic st

um(II)  aceta

biphenyl (RuP

nd 1 M  lith

ine (0.453 m

and stirred fo

cooling  the m

nd  concent

he  product

H), 6.90 (d, 1

(38)[35]	
tirring bar an

ate  (45  m

Phos, 185.4 

ium bis(trim

mL, 17.77 g, 2

or 24 h whils

mixture  to  r

rated  in  va

t  was  used

H), 6.28 – 6

nd a septum 

g,  0.2  mm

µg, 0.42 mm

methylsilyl)am

243 mmol, 6

st following t

room  tempe

cuo.  This  y

d  without 

.12 (m, 2H), 

was charged

mol,  0.05 

mol, 0.1 eq). 

mide  in THF 

1 eq) were a

the reaction 

erature  it wa

yielded  38  (

further  pur

3.25 (q, 4H)

 S20 

d with 37 

eq)  and 

The flask 

(LHMDS, 

added via 

with TLC 

as diluted 

(458  mg, 

rification. 

), 2.70 (t, 

 



 

N,N‐Diet
38  (358 

(35 mL) 

Water  (3

(10.8 mL

yielded 3

1H), 3.29

 

               
* Reaction

thyl‐1,2,3,4‐
mg, 1.62 m

over the cou

3.6 mL) was

L).  The  prec

39 (270 mg, 

9 – 3.19 (m, 

                      
n performed b

‐tetrahydro
mol, 1 eq) w

urse of 30 m

s  added dro

ipitate was 

1.32 mmol, 

4H), 2.67 (t, 

	

                       
by Milon Mon

isoquinolin‐
was added to

min. The mixt

pwise,  follow

removed  an

80%). 1H‐NM

2H), 1.97 – 1

ndal. 

‐6‐amine	(3
o a solution

ture was gen

wed by 4 M

nd washed w

MR(400 MHz

1.85 (m, 2H)

9)*	
 of LiAlH4  (6

ntly refluxed 

M  sodium hy

with  THF.  Th

z, CDCl3): δ= 

, 1.12 (t, 6H)

650 mg, 4.86

overnight, c

droxide  (aq,

he  filtrate w

6.80 (d, 1H),

). 

6 mmol, 3 eq

cooled in an 

, 3.6 mL),  an

was  evapora

, 6.07 (d, 1H

 S21 

q)  in THF 

ice bath. 

nd water 

ted.  This 

), 5.84 (s, 

 



 

N,N‐Diet
39  (10 

0.054 m

tempera

mixture 

(aq, 131

extracte

over ma

accordin

A mixtur

stirred  a

yielded o

To  a  fla

dissolved

solution 

1.05 eq) 

then hea

1.1 eq) w

tempera

bicarbon

layer  wa

sulfate, f

44  (50 m

ethylbro

mixture 

This yiel

1H), 3.74

thyl‐3,4‐dih
mg,  0.049  m

mol,  1.1  eq

ature.  To  thi

was stirred v

1 µL). The ac

d with DCM

agnesium  su

ng to 1H‐NMR

re of 39 (50 

at  room  tem

over‐oxidised

me‐dried  fla

d  in dry DCL

was  cooled

was added 

ated  to 0°C 

was added d

ature  and  st

nate (aq, 0.2 

as  extracted

filtered, and 

mg,  0.342 m

omide (149 m

was  diluted

ded 10% of 

4 (t, 2H), 3.1

hydroisoquin
mmol,  1  eq

q)  was  add

is mixture  3

vigorously fo

cidic extract

M. The organ

lfate and  filt

R.  

mg, 0.245 m

mperature  fo

d product. N

ask  equipped

L  (0.8 mL). 2

d  to  −78°C  a

dropwise via

and  stirred 

ropwise and

tirred  for  5 

mL) and dilu

d  with  DCM 

the solvent 

mmol,  1  eq)

mg, 1.369 m

d with  conce

40. 1H‐NMR

7 (q, 4H), 2.6

nolin‐6‐amin
)  was  disso

ded  and  the

30% NaOH  (a

or 1 h. The or

s were mad

ic  layers we

tered. The  s

mmol, 1 eq) a

or  40 h.  The

No improvem

d with  a  sep

2‐Fluoropyrid

and  stirred  f

a a syringe a

for an addit

 the mixture

h.  The  rea

uted with DC

(2  ×).  The 

was remove

),  tertbutyla

mol, 4 eq) w

entrated  sod

(400 MHz, C

63 (t, 2H), 1.2

ne	(40)*	
lved  in  DCM

e  reaction 

aq,  33  µL,  5

rganic layer 

de alkaline  to

ere washed w

solvent was 

and MnO2 (5

e mixture wa

ment was obs

ptum  38  (44

dine  (19 µL, 

for  10 min. 

and the reac

tional 10 m

e was stirred 

action  was  q

CM (0.8 mL).

organic  laye

ed in vacuo. N

mmonium  c

were added 

dium  bicarbo

CDCl3): δ= 9.0

26 (t, 6H). 

M  (100  µL). 

mixture  wa

5  eq) was  a

was washed

o pH 10 by 

with  saturat

removed  in

53 mg, 0.61 m

as  filtered,  a

served with s

4 mg,  0.2 m

21 mg, 0.22

Triflic  anhyd

tion was stir

in. Triethylsi

for 10 min. 

quenched  by

 The layers w

ers  were  co

No product w

chloride  (35

to a flask an

onate  (aq)  a

01 (s, 1H), 8

N‐Bromosu

s  stirred  fo

dded  and  th

 with water 

addition of 

ed aqueous 

vacuo. No 

mmol, 2.5 eq

and  the  filtra

shorter react

mmol,  1  eq) 

2 mmol, 1.1 

dride  (35 µL

rred for 10 m

ilane  (35 µL,

The solution

y  addition  o

were separat

ombined  and

was observed

0 mg,  1.26 

nd stirred at

and  extracte

.29 (d, 1H), 

 

uccinimide  (

or  30  min 

he  resulting 

(131 µL) and

1 M NaOH 

 NaCl  soluti

product was

q) in DCM (5

ate  evapora

tion times. 

was  added 

 eq) was ad

L,  59 mg,  0.2

min. The mix

L, 26 mg, 0.2

n was heated

of  saturated

ted, and the

d  dried  ove

d by DART‐M

mmol,  3.7 

t 75°C overn

ed with  ethy

7.64 (d, 1H)

 S22 

19.6  mg, 

at  room 

biphasic 

d 1 M HCl 

(aq) and 

on, dried 

s  formed 

5 mL) was 

ated.  This 

and was 

ded. The 

21 mmol, 

xture was 

22 mmol, 

d to room 

d  sodium 

aqueous 

r  sodium 

MS. 

eq),  and 

ight. The 

ylacetate. 

, 7.49 (d, 



 

3,4‐Dihy
41  (5 g, 

1.1 eq) w

NaOH (a

organic 

alkaline 

were wa

solvent 

(SiO2; 6.

(m, 2H), 

 

               
* Reaction

ydroisoquin
37.5 mmol,

was added sl

aq, 25 mL) wa

layer was w

to pH 10 by 

ashed with s

was  remove

25% methan

7.17 (d, 1H)

                      
n performed b

noline	(42)*	
 1 eq) was d

lowly and th

as added an

washed with

addition of 1

aturated aq

ed  in  vacuo, 

nol in DCM).

, 3.83 – 3.74

	

                       
by Milon Mon

dissolved  in 

e resulting m

d the resulti

 water  and 

1 M NaOH (a

ueous NaCl 

and  the pr
1H‐NMR(40

4 (m, 2H), 2.7

ndal. 

DCM  (75 m

mixture was 

ng biphasic 

1 M HCl  (a

aq) and extra

solution, dri

oduct was p

00 MHz, CDC

76 (q, 2H). 

L). N‐Bromo

stirred for 3

mixture was

aq,  100 mL).

acted with D

ed over mag

purified usin

Cl3): δ= 8.35 (

osuccinimide

0 min at roo

stirred vigor

  The  acidic 

CM. The com

gnesium sulf

ng  flash  colu

(s, 1H), 7.37 

e  (7.5 g, 41.2

om temperat

rously overn

extracts we

mbined organ

fate and filte

umn  chroma

 (td, 1H), 7.3

 S23 

25 mmol, 

ture. 30% 

night. The 

ere made 

nic layers 

ered. The 

tography 

34 – 7.25 

 



 

6‐Nitro‐
Oven dr

mixture 

to room

which  th

DCM. Th

sulfate  a

chromat

product.

3.91 – 3.

 

‐3,4‐dihydro
ied KNO3 (2.

42 (2.6 g, 19

 temperatur

he mixture w

he organic la

and  filtered.

tography  (SiO

.  1H‐NMR(40

.82 (m, 2H), 

oisoquinolin
.02 g, 29.6 m

9.82 mmol, 1

re over 2 h. 

was made a

ayers were w

.  The  solven

O2; 50% eth

00 MHz, CDC

2.87 (t, 2H). 

	

ne	(43)*	
mmol, 1.5 eq

1 eq) was ad

It was then 

lkaline  to pH

washed with 

nt was  remo

ylacetate  in

Cl3): δ= 8.43

q) was disso

dded at 0°C a

immersed  i

H 10 by add

saturated aq

oved  in  vacu

 hexane). Th

  (t, 1H), 8.2

lved  in 1 M 

and the resu

n a preheat

dition of 3 M

queous NaC

uo.  The  pro

his  yielded 6

7 – 8.19  (m

sulfuric acid

lting mixture

ed oil bath a

M NaOH  (aq

l solution, dr

duct was  pu

67% product

, 1H), 8.14  (

d (aq, 20 mL

e was slowly

at 60°C for 4

) and extrac

ried over ma

urified  using

t, and 33% 

(d, 1H), 7.35

 S24 

L). To this 

y warmed 

4 h, after 

cted with 

agnesium 

g  column 

hydrated 

5  (d, 1H), 

 



 

3,4‐Dihy
43 (0.1 g

treated w

2 mL) an

ice‐cold 

residue. 

chromat

oil. 1H‐N

2H), 3.67

117.68, 

               
* Reaction

ydroisoquin
g, 0.56 mmo

with a soluti

nd heated to

water (17 m

The residue

tography (SiO

MR(400 MH

7 (s, 2H), 2.6

113.95, 48.2

                      
n perfomed b

noline‐6‐ami
ol, 1 eq) was

ion of tin(II) 

o 60°C for 1 

mL) and made

e was extract

O2; 0.5% am

Hz, CDCl3): δ=

63 (t, 2H). 13

20, 24.37. 

                       
by Milon Mond

ine	(44)*	
s dissolved  in

chloride deh

h. After coo

e alkaline to 

ted into DCM

monia and 4

= 8.23 (t, 1H)

C‐NMR(101 

dal. 

n ethanol (2

hydrate (0.5 

oling to room

pH 9 with p

M and dried i

4.5% methan

), 6.95 (d, 1H

MHz, CDCl3)

5 mL) and h

g, 2.28 mmo

m temperatu

potassium hy

in vacuo. The

nol in DCM).

H), 6.69 (dd, 

): δ= 160.59,

eated to 60°

ol, 4 eq) in c

ure the mixtu

ydroxide pell

e product wa

 This yielded

1H), 6.62 (d,

, 145.52, 129

 

 

0°C. This solu

concentrated

ure was pou

ets, liberatin

as purified b

d 44 as a da

, 1H), 3.77 –

9.27, 128.29

 S25 

ution was 

d HCl (aq, 

ured onto 

ng an oily 

y column 

rk yellow 

– 3.69 (m, 

9, 126.39, 



 S26 
 

N'‐(4‐Amino‐2‐(2‐aminoethyl)benzylidene)‐2‐fluorobenzohydrazide	(45)*	
44 (50 mg, 0.324 mmol, 1 eq) and 30 (71 mg, 0.389 mmol, 1.2 eq) were dissolved in sodium acetate 

buffer  (0.6 mL, 0.1 M, pH 4.6). The mixture was heated  in a microwave, but no product  formation 

was observed. 
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NMR	experiments	

Preparation	of	NMR	samples	

High	protein	concentration	
An NMR sample was prepared such that the solution contained each hydrazide (200 µM); imidazole 

aldehyde  (400 µM); protein  (100 µM);  and DMSO  (5%  (v/v))  in deuterated  sodium  acetate buffer 

(0.1 M,  pH  4.6).  Trifluoroacetic  acid  (0.17%  (v/v))  was  added  as  a  reference.  The  sample  was 

equilibrated overnight by mild shaking at room temperature. 

Low	protein	concentration	
An NMR sample was prepared such that the solution contained each hydrazide (400 µM); imidazole 

aldehyde  (800  µM);  protein  (4  µM);  and  DMSO  (5%  (v/v))  in  deuterated  sodium  acetate  buffer 

(0.1 M,  pH  4.6).  Trifluoroacetic  acid  (0.17%  (v/v))  was  added  as  a  reference.  The  sample  was 

equilibrated overnight by mild shaking at room temperature. 

Background	
An NMR sample was prepared such that the solution contained each hydrazide (400 µM); imidazole 

aldehyde  (800  µM);  and  DMSO  (5%  (v/v))  in  deuterated  sodium  acetate  buffer  (0.1 M,  pH  4.6). 

Trifluoroacetic acid  (0.17%  (v/v)) was added as a reference. The sample was equilibrated overnight 

by mild shaking at room temperature. 

Reference	samples	
An NMR sample was prepared such that the solution contained one hydrazide (400 µM);  imidazole 

aldehyde  (1600 µM);  and DMSO  (5%  (v/v))  in  deuterated  sodium  acetate  buffer  (0.1 M,  pH  4.6). 

Trifluoroacetic acid  (0.17%  (v/v)) was added as a reference. The sample was equilibrated overnight 

by mild shaking at room temperature. 

Quantitative	19F‐NMR	
The spectra for quantitative 19F‐NMR were recorded on a 500 MHz Varian Inova NMR spectrometer 

equipped  with  an  ID  probe  at  415  MHz;  acquiring  2048  scans  with  a  pulse  width  of  60°  and 

referenced against trifluoroacetic acid at −76.5 ppm. The integral of the trifluoroaceƟc acid peak was 

set  to  1000,  and  peaks  of  the  library members were  assigned  using  spectra  from  the  reference 

samples.  

1H‐STD‐NMR	
The  1H‐STD‐NMR spectrum was recorded on a 600 MHz Varian  Inova NMR spectrometer equipped 

with a HCN  triple  resonance probe; suppressing solvent peaks  from water and DMSO using a WET 

pulse sequence. 
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Quantitative	19F‐NMR	results	
  Hydrazide  Acylhydrazone

10‐minus  4.02  0.7 

10‐plus  3.37  0.35 

11‐minus  6.16  1.34 

11‐plus  6.92  1.55 

12‐minus  5.85  1.77 

12‐plus  5.88  1.65 

13‐F1‐minus  5.75  1.02 

13‐F1‐plus  5.54  0.89 

13‐F2‐minus  6.55  0.98 

13‐F2‐plus  6.24  0.72 

14‐F1‐minus  5.75  0.62 

14‐F1‐plus  4.37  0.38 

14‐F2‐minus  6.04  0.68 

14‐F2‐plus  4.58  0.42 

15‐minus  10.35  0.78 

15‐plus  9.28  0.75 

16‐minus  21.21  3.62 

16‐plus  10.3  2.38 

17‐minus  15.56  0.39 

17‐plus  17.83  0.31 

18‐minus  26.32  2.84 

18‐plus  29.08  0.39 
Table S2: Peak areas of all  library members compared  to  trifluoroacetic acid at 1000. X‐minus depict compound X  in  the 
sample without protein, X‐plus depicts compound X in the sample with protein. 
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1H‐STD‐NMR	specttrum	
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