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Experimental  conditions  and  parameters  for  X‐ray  co‐crystal  structures  of 
hGSK3β with BRD0209, BRD3731 and BRD0705 (Xtal Biostructures) 

X‐ray co‐crystals were obtained at Xtal BioStructures, Natick, MA. 

Co‐crystal  structure  determination:  Recombinant  human  GSK3β  was  generated  as  previously 

reported [Wagner, 2016]. GSK3β was co‐crystallized with 5 molar excess compound using the 

sitting drop and vapor diffusion at 24 °C. The reservoir solution contained 0.15 M DL‐malic acid 

pH 7.0, 20% (w/v) PEG 3350; 0.1 M Bis‐Tris pH 6.5, 25% (w/v) PEG 3350; and 0.2 M Sodium acetate 

pH  7.0,  20%  (w/v)  PEG  3350  for  co‐crystallization  with  BRD0209,  BRD0705,  and  BRD3731, 

respectively.  The  X‐ray  diffraction  data were measured  at  beamline  X29A, NSLS,  Brookhaven 

National Laboratory for the complex with BRD0209, and Beamline 08ID‐1, Canadian Light Source 

for  complexes with  BRD0705  and  BRD3731.  The  X‐ray  diffraction  data were  processed  using 

HKL2000 and SCALEPACK [Otwinowski and Minor, 1997], as summarized in Table S1. The crystal 

structures were solved by molecular replacement with PHASER using in house structure of GSK3 

as starting models. The models were rebuilt using COOT [Emsley et al. 2010] and refined using 

REFMAC5 [Vagin 2004]. The electron density corresponding to the compounds is  illustrated in 

Figure S3. The statistics of the refined structures are summarized in Table S2. 

 

  



Table S1. X‐ray data reduction statistics for X‐ray co‐crystal structures of hGSK3β 
with BRD0209, BRD3731 and BRD0705. 

 GSK3B‐BRD0209  GSK3B‐BRD0705  GSK3B‐BRD3731 

Space group  P1  C2  P1 

Wavelength   1.075 Å  0.9795 Å  0.9795 Å 

Unit cell 

a = 64.37 Å, b = 67.71 Å, 

c = 67.56 Å,  = 79.56°, 
= 88.18°,  = 76.50° 

a = 104.63 Å, b = 85.43 

Å, c = 112.07 Å, = 
95.08° 

a = 63.98 Å, b = 67.49 Å, 

c = 67.63 Å, =79.14°, 
= 76.72°, = 88.90° 

Resolution range (Å)  50‐2.4 (2.5 – 2.4)  50‐2.4 (2.7 – 2.6)  37‐2.7 (2.8 – 2.7) 

Number  of 
measurements 

510,924  114,626  58,302 

Number  of  unique 
reflections  

41,861  30,464  29,474 

Rsym(%)a  7.1 (51) 8.3 (60)  5.8 (45)

Completeness (%)a  98 (94)  100 (100)  99 (98) 

I/a  17.4 (2.1)  14.9 (2.7)  13.7 (2.0) 
a Numbers in the parentheses are for the highest resolution shell. 

 

Table S2. Crystallographic refinement statistics for X‐ray co‐crystal structures of 
hGSK3β with BRD0209, BRD3731 and BRD0705. 

  GSK3B‐BRD0209  GSK3B‐BRD0705  GSK3B‐BRD3731 

Resolution range (Å)   50‐2.4  50‐2.6  50‐2.7 

Rcryst (%)   16.7  17.8  17.5 

Rfree (%)   22.4  24.4  24.0 

Molecules  per  asymmetric 
unit 

2  2  2 

Number of waters  240  97  63 

Rmsd bond lengths (Å)a  0.015  0.013  0.014 

Rmsd bond angles (°)a  1.90  1.72  1.76 

Average B‐factors (Å2)        

       Main chain atoms   53.9, 53.2  71.1, 65.9  61.4, 63.2 

       Side chain atoms  59.2, 59.4  76.8, 71.7  66.3, 68.7 

       Ligands  39.0, 37.1  59.1, 56.6  47.0, 54.6 

       Waters  53.4  59.4  53.9 

Ramachandran Plot (%)       

       Favored  99.7  99.0  99.5 

       Generously allowed  0.0  0.7  0.2 

       Disallowed  0.3  0.3  0.3 

RCSB entry  5KPK.pdb  5KPL.pdb  5KPM.pdb 
a Root-mean square deviation (rmsd) from the target stereochemistry (Engh and Huber, 1991). 

 



Electron  density  map  (SigmaA‐weighted  2mFo‐DFc,  contoured  at  1) 
corresponding to the compound BRD0209(a), BRD0705(b) and BRD3731(c) bound 
to 2 GSK3β in the asymmetric unit. 
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Experimental  conditions  and  parameters  for  X‐ray  co‐crystal  structures  of 
GSK3β(D133E) with BRD0705 

X‐ray co‐crystals were obtained at Cayman Chemical, Ann Arbor, MI. 

Expression and Purification of Mutant GSK‐3β. Mutant D133E GSK‐3β (1‐420) with an N‐terminal 

GST‐tag and a thrombin cleavage site was heterologously expressed in insect Sf9 cells using the 

Bac‐to‐Bac Baculovirus System (Life Technologies). Mutant D133E GSK‐3β was purified using GST 

chromatography, anion exchange, and size exclusion chromatography. To generate material for 

crystallographic  studies,  thrombin  was  added  to  mutant  GSK‐3β,  quenched  with  PMSF  and 

flowed over GST  resin  to  remove  the  free GST.  The  cleaved material was  further  purified by 

applying it to a FastFlow SP column (GE Healthcare) equilibrated with 50 mM HEPES pH 7.0, 40 

mM NaCl, and 20% glycerol. Protein was eluted with a linear gradient from 0‐500 mM NaCl in 20 

column volumes and then dialyzed against 50 mM HEPES pH 7.0, 150 mM NaCl, and 1 mM DTT 

at 4˚C overnight and then concentrated to 6.5 mg/mL for crystallization. Mutant D133E GSK‐3β 

was confirmed by mass spectrometry. 

Crystallization. To generate crystals of BRD0705/mutant GSK‐3β, 2.5 mM BRD0705 was added to 

concentrated protein and incubated on ice for 1 hour. Mutant complex crystallization was then 

carried  out  using  sitting  drop  vapor  diffusion.  The mutant  complex  formed  diamond‐shaped 

crystals over a reservoir containing 20% PEG MME 5,000 and 0.1 M Bis‐Tris, pH 6.5. Crystals were 

harvested, cryo‐protected in the mother liquor supplemented with 20% glycerol and then flash 

frozen in liquid nitrogen for data collection. 

Data collection and structure determination. Mutant complex structure was solved by molecular 

replacement using x‐ray diffraction data collected at beamline LS‐CAT of the Advanced Photon 

Source, Lemont, IL. Diffraction images were scaled and processed with HKL2000 (Otwinowski and 

Minor, 1997). Statistics are summarized in Table 1. The crystallographic space group was C2 with 

unit cell dimensions of a=107.96 Å, b=84.22 Å, c=117.22 Å and α=γ=90˚, β=94.7˚. To solve the 

structure, wild‐type GSK‐3β (PDB ID: 4PTE) with the D133 side chain deleted was used as the 

starting model in PHASER (McCoy, 2007). The asymmetric unit contained 2 molecules of mutated 

GSK‐3β/BRD0705.  Multiple  rounds  of  building  and  refinement  in  the  absence  of  both  the 

mutated  side  chain  and  BRD0705  were  performed  using  REFMAC  (Vagin,  2004)  and  COOT 

(Emsley, 2004).  In the  later rounds, both the D133E side chain and BRD0705 were added and 

refined. The final model contained residues 35‐381 (molecule A) and 36‐382 (molecule B) and 2 

molecules of BRD0705. Refinement statistics are summarized in Table 2. 
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Table  S3.  Final  diffraction  statistics  for  the mutant  hGSK3B  (D133E)/BRD0705 
complex crystal used in structure determination. 

 

  mutGSK3β/BRD0705 

Data collection   

Space group  C2 
Cell dimensions   

    a, b, c (Å)  107.96, 84.22, 117.22 

    α, β, γ ()   90, 94.70, 90 

Resolution (Å)  50.00‐2.85 (2.95‐2.85) 

Rsym or Rmerge  0.089 (0.66) 

I/σI  13.3 (1.8) 

Completeness (%)  99.6 (100.0) 

Redundancy  3.8 (3.8) 

Mosaicity ()  0.66 

Molecules in A.U.  2 

*Parenthesis denotes the highest resolution shell. 

Table  S4.  Final  refinement  statistics  for  the mutant  hGSK3B  (D133E)/BRD0705 
complex structure. 

 

  mutGSK3β/BRD0705 

Data Refinement   

Resolution Range (Å)  47‐2.85 

Rwork (%)  0.192 

Rfree (%)  0.258 

Number of Molecules   

     BRD0705  2 

Bond Lengths (Å)  0.012 

Bond angles (°)  1.72 

Average B‐factors (Å2)   

     Main chain atoms  58.9 

     Side chain atoms  61.0 

     BRD0705  71.0 

Ramachandran Plot (%)   

     Favored Residues  93.1 

     Allowed Residues  6.3 

     Outlier Residues  0.6 

  



Experimental conditions for molecular dynamics simulations 

Molecular  dynamics  simulations  of  apo‐GSK3A  and  apo‐GSK3B  systems  were  run  to  help 

rationalize  any  structural  differences  between  the  two  paralogs.  Since  competitive  inhibitors 

were being developed in this work, specific attention was given to the ATP binding pocket region 

in the analysis. Desmond was employed to run these molecular dynamics simulations (Desmond 

Molecular Dynamics System, version 3.8, D. E. Shaw Research, New York, NY, 2014. Maestro‐

Desmond  Interoperability  Tools,  version  3.8,  Schrödinger,  New  York,  NY,  2014  and  Bowers, 

2006).  Two  sets  of  simulations  were  run,  each  set  included  7  separate  100ns  unrestrained 

molecular  dynamics  simulations  starting  from  a  random  velocity  seed  to  investigate  the 

reproducibility of any findings. The two sets of systems simulated were the apo‐GSK3A and apo‐

GSK3B kinases.  The apo‐GSK3B system was built from our recently solved GSK3B‐0209 crystal 

structure. For the apo‐GSK3B system preparation, all crystallographic waters,  ions and  ligands 

were  removed  from  the  crystallographic  structure were  removed  in  the  Protein  Preparation 

Wizard  of Maestro.  The  phosphorylated  state  of  Tyr216  in GSK3B  in  the  activation  loop was 

maintained. The protein was  run  through Protein Preparation Wizard  in Maestro, version 9.8 

(Schrödinger, LLC, New York, NY, 2014) using the default settings as well as building in any missing 

sidechains  (Sastry,  2013).  The  system  was  neutralized  with  counterions  and  put  in  an 

orthorhombic water box with buffer boundary conditions of (10.0Å, 10.0 Å, 10.0 Å). The system 

was solvated with TIP3P and had a salt concentration of 0.15M with Na+ and Cl‐ ions. The OPLS2.1 

force field was used for this system (Shivakumar, 2010). The default settings were selected for 

the minimization and equilibration protocol. Random velocity seeds were selected to begin each 

production run. Following the minimization and equilibration protocol was a production run of 

100ns of unrestrained molecular dynamics. All production runs were simulated at 300K.  

Since there are no publicly available structures of GSK3A, an homology model was needed to be 

built for the apo‐GSK3A system. Prime, version 3.6, (Schrödinger, LLC, New York, NY, 2014) was 

employed  to  model  the  apo‐GSK3A  system  (Jacobson,  2002  and  2004).  The  recently  solved 

GSK3B‐0209 X‐ray crystallographic structure was used as the template structure due to its high 

homology (see main text for further details). The human GSK3A sequence used was from UniProt 

ID P49840. The phosphorylated state of Tyr279 in GSK3A of the activation loop was maintained. 

All other parameters were the same as the apo‐GSK3B system protocol described above for the 

system set up and simulation. 

 

Cluster analysis: representative structure in figure 1c 

Schrödinger’s trajectory_cluster.py python script was employed to cluster all trajectories from 
each system individually. To obtain an accurate view of the dominate backend conformations the 
three  backend  residues  described  in  supplemental  figure  S3  and  S4  were  selected  for  the 
clustering calculation: GSK3A (Glu196, Arg176, and Glu143) and GSK3B (Asp133, Arg113, Glu80). 
Only the sidechain heavy atoms of these three residues were selected for the calculation. The 



representative structures from run 4 of apo‐GSK3A and run 5 of apo‐GSK3B are shown in figure 
1C panel 1 and 2 respectively.  
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Synthesis and Characterization of Compounds 

 

All final compounds were confirmed to be of >95% purity based on HPLC LC‐MS analysis (Alliance 

2795, Waters, Milford, MA) unless otherwise noted. Purity was measured by UV absorbance at 

210  nm.  Identity  was  determined  on  a  SQ  mass  spectrometer  by  positive  and  negative 

electrospray ionization. Mobile phase A consisted of 0.01% formic acid in water, while mobile 

phase B consisted of 0.01% formic acid in acetonitrile. The gradient ran from 5% to 95% mobile 

phase B over 1.75 minutes at 1.75 mL/min. An Agilent Poroshell 120 ECC18, 2.7 μm, 3.0x30 mm 

column was used with column temperature maintained at 40 °C. 2.1 μL of sample solution were 

injected.  All  reagents  and  solvents  were  purchased  from  commercial  vendors  and  used  as 

received. 1H and 13C NMR spectra were recorded on a Bruker 300 MHz, Bruker 400 MHz, or Varian 

UNITY  INOVA 500 MHz  spectrometer  as  indicated.  Proton  and  carbon  chemical  shifts  (δ)  are 

reported in ppm relative to CDCl3 (1H δ 7.26, 13C δ 77.16), CD3OD (1H δ 3.31, 13C δ 49.00) and d6‐

DMSO (1H δ 2.50, 13C δ 39.52). NMR data are reported as follows: δ, multiplicity (br = broad, s = 

singlet, d = doublet, t = triplet, m = multiplet); coupling constants in Hz; integration. NMR data 

were collected at 25 °C. Flash chromatography was performed using 40‐60 μm Silica Gel (60 Å 

mesh) on a Teledyne Isco Combiflash Rf system. 

General Procedure for the Synthesis of Pyrazolodihydroquinolinones 

Step 1: Example procedure for SEAr of Aminopyrazoles with Ketones 

 

5‐methyl‐4‐(1‐phenylvinyl)‐1H‐pyrazol‐3‐amine. 

To a solution of 5‐methyl‐1H‐pyrazol‐2‐amine (500 mg, 5.15 mmol, 1.0 eq)  in toluene (20 mL) 

were added acetophenone (619 mg, 5.15 mmol, 1.0 eq) and p‐toluenesulfonic acid monohydrate 

(98 mg, 0.52 mmol, 0.1 eq). The reaction mixture was heated at reflux for 16 h, and the solvent 

was  evaporated.  The  residue  was  purified  by  flash  column  chromatography  (SiO2,  4% 



MeOH/CH2Cl2) to provide the styrenyl pyrazole (350 mg, 34%) as a white solid: MS (ESI) [M+H]+ 

calcd for C12H14N3 200.1, found 200.1. 

Step 2: Example procedure for Condensation/Cyclization with Dimedone 

Method A 

 

(S)‐3,4,7,7‐tetramethyl‐4‐phenyl‐2,4,6,7,8,9‐hexahydro‐5H‐pyrazolo[3,4‐b]quinolin‐5‐one (3). 

To a solution of the above styrenyl pyrazole (200 mg, 1.00 mmol, 1.0 eq) in toluene (1 mL) were 

added dimedone (141 mg, 1.00 mmol, 1.0 eq) and p‐toluenesulfonic acid monohydrate (95 mg, 

0.50 mmol, 0.5 eq). The reaction mixture was heated at 110 °C for 24 h, then cooled to room 

temperature. Water and saturated aqueous NaHCO3 were added, and the layers were separated. 

The aqueous layer was extracted with CH2Cl2, and the combined organics were dried over Na2SO4, 

filtered, and evaporated. The residue was purified by flash column chromatography (SiO2, 4% 

MeOH/CH2Cl2) to provide the tricyclic compound rac‐3 (150 mg, 47%) as a white solid. 

Chiral separation: Chiralpak IC, 90:10 A/B (A = 0.1% DEA/n‐hexane, B = 1:1 CH2Cl2/MeOH)).  

Characterization of rac‐3: 

1H NMR (400 MHz, DMSO‐d6) δ 11.58 (s, 1H), 9.57 (s, 1H), 7.26 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 7.15 (t, J = 7.6 

Hz, 2H), 6.99 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 2.40 (s, 2H), 1.99 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 1.87 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 1.83 

(s, 3H), 1.60 (s, 3H), 0.99 (s, 3H), 0.95 (s, 3H). 

HRMS calcd for C20H24N3O 321.1841, found 321.1849. [M+H]+ observed. 

HPLC purity 97%, >99.9% er. 

(c = 0.25, MeOH) ‐180.9°. 

 

   



Method B 

 

(S)‐4,7,7‐trimethyl‐3‐neopentyl‐4‐phenyl‐2,4,6,7,8,9‐hexahydro‐5H‐pyrazolo[3,4‐b]quinolin‐5‐

one (BRD3731). 

A solution of 5‐neopentyl‐4‐(1‐phenylvinyl)‐1H‐pyrazol‐3‐amine (1.14 g, 4.44 mmol, 1.0 eq), 5,5‐

dimethylcyclohexane‐1,3‐dione (623 mg, 4.44 mmol, 1.0 eq), and trifluoroacetic acid (340 µl, 4.44 

mmol, 1.0 eq) in trifluoroethanol (17 mL) in a sealed microwave tube was heated at 150 °C for 1 

h. The resulting dark yellow solution was evaporated, re‐dissolved in CH2Cl2, and washed with 

saturated aqueous NaHCO3. The aqueous layer was extracted with CH2Cl2, and the combined 

organics were dried over MgSO4,  filtered,  and evaporated.  The  residue was purified by  flash 

column chromatography (0‐65% EtOAc/hexanes) to provide the cyclized compound rac‐BRD3731 

(1.595 g, 4.22 mmol, 95% yield) as a tan solid. 

Chiral separation: Chiralpak‐IA 80:20 A:B (A = 0.1% DEA in n‐hexane, B = 1:1 CH2Cl2/MeOH). 

Characterization of BRD3731: 

1H NMR (300 MHz, DMSO‐d6) δ 11.35 (s, 1H), 9.62 (s, 1H), 7.28 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 7.14 (t, J = 7.7 

Hz, 2H), 6.97 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 2.46 ‐ 2.33 (m, 2H), 2.17 ‐ 1.86 (m, 4H), 1.86 (d, J = 2.3 Hz, 3H), 

0.98 (s, 3H), 0.94 (s, 3H), 0.52 (s, 9H). 

HRMS calcd for C24H31N3O 377.2467 found 377.2468. [M‐H]‐ observed. 

HPLC purity 99.5%, 99.7% er. 

(c = 0.125, MeOH) ‐146.5°. 

   



 

(S)‐4,7,7‐Trimethyl‐4‐phenyl‐2,4,6,7,8,9‐hexahydro‐5H‐pyrazolo[3,4‐b]quinolin‐5‐one (1). 

Step 1: yield 31%. 

Step 2: Method A, yield 60%. 

Chiral separation: Chiralpak‐IC 85:15 A:B (A = 0.1% DEA in n‐hexane, B = 1:1 CH2Cl2/MeOH). 

1HNMR (500 MHz, DMSO‐d6) δ 11.90 (s, 1H), 9.67 (s, 1H), 7.28 (d, J = 7.5 Hz, 2H), 7.16 (t, J = 8.0 

Hz, 2H), 7.09 (s, 1H), 6.99 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 2.44 (s, 2H), 2.05 (d, J = 6.0Hz, 1H), 1.97 (s, 1H), 1.92 

(s, 3H), 1.01 (s, 3H), 1.00 (s, 3H). 

HRMS calcd for C19H21N3O 307.1685, found 307.1688. [M+H]+ observed. 

HPLC purity 99.8%, >99.9% er. 

(c = 0.25, MeOH) ‐93.8°. 

   



 

(R)‐3‐Chloro‐4,7,7‐trimethyl‐4‐phenyl‐2,4,6,7,8,9‐hexahydro‐5H‐pyrazolo[3,4‐b]quinolin‐5‐

one (2). 

Step 1: yield 19%. 

Step 2: Method A, yield 45%. 

Chiral separation: Chiralpak‐IC 80:20 A:B (A = 0.1% DEA in n‐hexane, B = 1:1 CH2Cl2/MeOH). 

1H NMR (300 MHz, CD3OD): δ 7.45‐7.35 (d, J = 8.1 Hz, 2H), 7.25‐7.15(m, 2H), 7.12‐7.05 (t, J = 6.9 

Hz, 1H), 2.41‐2.35 (m, 2H), 2.20‐2.05 (m, 2H), 2.02‐1.97 (s, 3H), 1.05‐0.99 (m, 6H). 

HRMS calcd for C19H20ClN3O 341.1295, found 341.1300. [M+H]+ observed. 

HPLC purity 99.9%, 99.5% er. 

(c = 0.125, MeOH) ‐211.2°. 

   



 

(S)‐3‐Cyclopropyl‐4,7,7‐trimethyl‐4‐phenyl‐2,4,6,7,8,9‐hexahydro‐5H‐pyrazolo[3,4‐b]quinolin‐

5‐one (BRD0209). 

Step 1: yield 44%. 

Step 2: Method A, yield 65%. 

Chiral separation: Chiralpak‐IC 90:10 A:B (A = 0.1% DEA in n‐hexane, B = 1:1 CH2Cl2/MeOH). 

1H NMR (400 MHz, DMSO‐d6) δ 11.41 (s, 1H), 9.59 (s, 1H), 7.29 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.15 (t, J = 7.7 

Hz, 2H), 6.99 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 2.40 (dd, J = 19.9, 16.5 Hz, 2H), 2.00 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 1.94 (s, 

3H), 1.87 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 1.14 (tt, J = 8.4, 5.4 Hz, 1H), 0.99 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.72 (dtd, J = 

12.8, 8.7, 7.6, 4.1 Hz, 1H), 0.45 (dq, J = 9.7, 5.5 Hz, 1H), 0.40 – 0.24 (m, 2H). 

HRMS calcd for C22H26N3O 347.1998, found 347.2001. [M+H]+ observed. 

HPLC purity 99.4%, >99.9% er. 

(c = 0.25, MeOH) ‐176.7°. 

   



 

(S)‐3‐Cyclopropyl‐4‐(3‐fluorophenyl)‐4,7,7‐trimethyl‐2,4,6,7,8,9‐hexahydro‐5H‐pyrazolo[3,4‐

b]quinolin‐5‐one (BRD0320). 

Step 1: yield 35%. 

Step 2: Method B, yield 61%. 

Chiral separation: Chiralpak‐ADH 85:15 A:B (A = 0.1% DEA in n‐hexane, B = EtOH). 

1H NMR (400 MHz, DMSO‐d6): δ 11.48 (s, 1H), 9.67 (s, 1H), 7.23‐7.13 (m, 1H), 7.10 (d, J = 7.9 Hz, 

1H), 7.03 (dt , J = 11.2,  2.1 Hz, 1H), 6.85‐6.79 (m, 1H), 2.41 (s, 2H), 2.04‐1.98 (m, 1H), 1.91 (s, 3H), 

1.90‐1.88 (m, 1H), 1.20‐ 1.17 (m, 1H), 0.98 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.79‐0.70 (m, 1H), 0.50‐0.45 (m, 

1H), 0.39‐0.31 (m, 1H), 0.30‐0.25 (m, 1H). 

HRMS calcd for C22H25FN3O 365.1903, found 365.1907. [M+H]+ observed. 

HPLC purity 99.9%, 99.3% er. 

(c = 0.125, MeOH) ‐275.5°. 

   



 

(S)‐3‐Cyclobutyl‐4,7,7‐trimethyl‐4‐phenyl‐2,4,6,7,8,9‐hexahydro‐5H‐pyrazolo[3,4‐b]quinolin‐

5‐one (4). 

Step 1: yield 21%. 

Step 2: Method A, yield 55%. 

Chiral separation: Chiralpak‐IC 90:10 A:B (A = 0.1% DEA in n‐hexane, B = 1:1 CH2Cl2/MeOH). 

1HNMR (400 MHz, CD3OD) δ 7.35 ‐7.33 (m, 2H), 7.16 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.02 (t, J = 8 Hz, 1H), 3.03‐

2.93 (m, 1H), 2.48 (d, J = 4 Hz, 2H), 2.17‐2.06 (m, 3H), 2.01‐1.97 (m, 1H), 1.75‐1.62 (m, 3H), 1.30‐

1.23 (m, 1H), 1.07 (s, 3H), 1.03 (s, 3H). 

HRMS calcd for C23H27N3O 361.2154, found 361.2159. [M+H]+ observed. 

HPLC purity 99.1%, 99.7% er. 

(c = 0.125, MeOH) ‐181.0°. 
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(S)‐3‐(3,3‐Difluorocyclobutyl)‐4,7,7‐trimethyl‐4‐phenyl‐2,4,6,7,8,9‐hexahydro‐5H‐

pyrazolo[3,4‐b]quinolin‐5‐one (5). 

Step 1: yield 32%. 

Step 2: Method A, yield 44%. 

Chiral separation: Chiralpak‐IC 90:10 A:B (A = 0.1% DEA in n‐hexane, B = 1:1 CH2Cl2/MeOH). 

1H NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 7.84 (s, 1H), 7.35 (d, J = 9 Hz, 2H), 7.19 (m, 2H), 7.05 (t, 1H), 2.81 (m, 

2H), 2.50 (m, 1H), 2.08 (m, 5H), 1.90 (s, 3H), 1.25 (m, 2H), 1.03 (s, 3H), 0.96 (s, 3H). 

HRMS calcd for C23H25F2N3O 397.1966, found 397.1970. [M+H]+ observed. 

HPLC purity 99.6%, 99.7% er. 

(c = 0.25, MeOH) ‐109.7°. 

   



 

(S)‐4‐Ethyl‐7,7‐dimethyl‐4‐phenyl‐2,4,6,7,8,9‐hexahydro‐5H‐pyrazolo[3,4‐b]quinolin‐5‐one 

(BRD0705)  and  (R)‐4‐Ethyl‐7,7‐dimethyl‐4‐phenyl‐2,4,6,7,8,9‐hexahydro‐5H‐pyrazolo[3,4‐

b]quinolin‐5‐one (BRD5648) 

Step 1: yield 51%. 

Step 2: Method B, yield 62%. 

Chiral separation: Chiralpak‐IC 85:15 A:B (A = 0.1% DEA in n‐hexane, B = 1:1 CH2Cl2/MeOH). 

BRD0705: 

1HNMR (400 MHz, DMSO‐d6) δ 11.90 (s, 1H), 9.62 (s, 1H), 7.28 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.15 (t, J = 7.1 

Hz, 2H), 7.05 (s, 1H), 7.00‐6.97 (m, 1H), 2.92‐2.88 (m, 1H), 2.43 (d, J = 16.3 Hz, 2H), 2.06‐1.97 (m, 

3H), 1.04 (s, 3H), 1.02 (s, 3H), 0.65 (t, J = 7.5Hz, 3H). 

HRMS calcd for C20H23N3O 321.1841, found 321.1842. [M+H]+ observed. 

HPLC purity 98.9%, >99.9% er. 

(c = 0.125, MeOH) ‐45.0°. 

BRD5648: 

1HNMR (400 MHz, DMSO‐d6) δ 11.90 (s, 1H), 9.62 (s, 1H), 7.28 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.15 (t, J = 7.1 

Hz, 2H), 7.05 (s, 1H), 7.00‐6.97 (m, 1H), 2.92‐2.88 (m, 1H), 2.43 (d, J = 16.3 Hz, 2H), 2.06‐1.97 (m, 

3H), 1.04 (s, 3H), 1.02 (s, 3H), 0.65 (t, J = 7.5Hz, 3H). 

HRMS calcd for C20H23N3O 321.1841, found 321.1842. [M+H]+ observed. 

HPLC purity 99.4%, 99.7% er. 

(c = 0.125, MeOH) +38.3°. 



 

 
(S)‐4‐Isopropyl‐7,7‐dimethyl‐4‐phenyl‐2,4,6,7,8,9‐hexahydro‐5H‐pyrazolo[3,4‐b]quinolin‐5‐

one (6). 

Step 1: 71% 

Step 2: Method B, 68% 

Chiral separation: Chiralpak‐AD‐H 85:15 A:B (A = 0.1% DEA in n‐hexane, B = EtOH). 

1HNMR (400 MHz, DMSO‐d6): δ 11.98 (s, 1H), 9.61 (s, 1H), 7.22 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.09 (t, J = 7.2 

Hz, 2H), 6.94 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 6.90 (s, 1H), 3.59 (hept, J = 6.8 Hz, 1H), 2.37 (app s, 2H), 1.94, 1.83 

(ABq, J = 16.0 Hz, 2H), 0.98 (s, 3H), 0.93 (d, J = 6.8 Hz, 3H), 0.89 (s, 3H), 0.67 (d, J = 6.8 Hz, 3H). 

MS calcd for C21H25N3O 335.1998, found 336.2070. [M+H]+ observed. 

HPLC purity 98.9%, 98.6% er. 

(c = 0.125, MeOH) ‐221.8°. 
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1HNMR and LCMS data 
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SQI 
:solutions -thcrt odd up 

SAi LIFE SCIENCES LIMITED 

UNIT-II 

Sample Name: S8F-MA1307-076-Fr-1 # IP13090065 Acquired By:

Vial: 2:8,7 Acq. Method Set: 

S ystem. 

PDA _METH_2A 

Injection Volume: 0.50 ul Proc. Chnl. Descr.: PDA MaxPlot (190.0 nm to 800.0 

Run Time: 6.0 Minutes 

Project Name: SAPL_UNIT-2_AMCL_ALC-13_SEP-13 

Column :AcquityBEHC-18 (50x2.1mm,1.7µ,) 
Column Temp : 25'C 
Mobile Phase A : Acetonitrile 
Mobile Phase B: 0.025% TFA (Aq) 
Flow Rate : 0.50 mUMin 
Time/% B: 0/90,0.5/90,3/10,6/10 
Diluent : ACN:Water 

::

4Crj

� 
1. 

0.8 

<( � 
0.60-l 

00 
00 

Date Acquired: 9/3/2013 5:49:19 PM 1ST 

·-·· -· .... ···-·· -·--· . ·---·------ ··-· 'l 

0·� .�. ,
� •

6:'
, . , .,-�-.�-,--.-.-�1��1-·��--.,.............-·� 

0.00 0.50 

RT Area %Area 

1 1.59 2625 0.16 

2 1.87 1658635 99.84 

1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 

Mnutes 

3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 

Page 1 of 1 

9/4/2013 10:50:11 AM Asia/Calcutta 
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s·a1 
solutions that add up 

Sample Name 
User Name 

: SBF-MA1307-076Fr-I # IP13090066 
:KSN 
: 10076 
: 10 
: C:\CLASS-VP\Methods\CHIRAL5.met 

Vial No 
Injection volume 
Method Name 
Data File Name : D:\D Drv\Data\A LC 02\SEPT-2013\030913D 9/3/2013 6:02:37 PM 
Sample Description : Column :: Chiral Pak IC (250 x 4.6mm,5µm) 
Mobile Phase A : 0.1 %DEA in n-Hexane 
Mobile Phase B : DCM : CH30H(50:50) 
A :  B ::85:15 
Flow Rate : 1.0 ml/min. 

6001 

400--I 

200 

1: 322 nm, 8 nm 
- S8F-MA1307-076Fr-1 # IP13090066 

030913D 
Retention Time 

<O 
I() 
<O 

01 "'-l'�=====;=====�J�:::::;::::====;=-
--

--
--

--
--

---:-:
--

-: 0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 
Minutes 

15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 

1: 322 nm, 8 
nm 

Pk# Retention Time 
10.656 

Area Area Percent 
9362149 100.00 

[ 
Totals 

[ I 9362149 [ 10:0-o I 
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sat 
soluttons that add up 

SAi LIFE SCIENCES PHARMA Ltd 

Unit-II 

Sample Name: TBGSK..070Fr-1 # IP13100992 
Sample Type: Unkno'Ml 
Vial: 1:C,5 
Injection #: 1 

Acquired By: 
Sample Set Name: 
Acq. Method Set: 
Proc. Chnl. Descr.: 

System 
261013 2 
PDA_METH_2A 
PDA210.0 nm 

Injection Volume: 1.00 ul Date Acquired: 10/31/2013 1 :55:50 PM 1ST 
Run Time: 6.0 Minutes 
Project Name: SAPL_UNIT-2_AMCL_ALC-10-0CT-13 

olumn: Acquily 
Column Temp:25'C 
Mobile Phase:A: Acetonitrile 
Mobile Phase:B:0.025% Aq TFA 
Flow:0.5m1/min 
Gradient programe: 
T /%8:0 .01 /90,0.5/90 ,3/10,6/10 
Diluent: ACN:Water 

1.oo-r
o.eo4

o.�

0 

h

o.���� ��::;:::;:::::;::--
IB ] t:s I I 

I j -. 'T -w • I I • I • 

0.50 1.00 1.50 2 00 2 50 3.00 3.50 4.00 4.50 
I 

5.50 
I 

6.00 0.00 5.00 

RT Area 

1 1.51 904 

2 2.02 942711 

%Area 

0.10 

99.90 

Mnutes 

Page: 1 of 1 

10/31/2013 2:22:35 PM Asia/Calcutta 
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Oa:.a file : C:\CHEM32\l\DATA\NOV-2013\0llll3E2.D 
SS!(lple Name: TBGSK3-070Fr-I # IP13100993
Cclumn : CHIRALPAK IC (250x4.6mrn,Sµm), 
Mci>ile Phase A :0.1%DEA in n-Hexane. 
Mcbile Phase B :DCM:MeOH(80:20) 
A:::B :: 80 : 20. 
Fl.ow : l.Oml/min 

Injection Date 
Sanple Name 

Fri, l. Nov. 2013 
TBGSK3-070Fr-I # IP13100993
4 

Location 
Inj. No. 
Inj. Vol. 

Vial 21 
0 

10 µl Acg Operator 
Acq. Method 
Analysis Method 
La3t Changed 

C:\CHEM32\l\METHODS\CHIRAL.M 
C:\Chem32\l\DATA\SEPT-2013\290813 2013-09-20 18-31-0-> 
Fri, 25. Oct. 2013, 03:05:06 pm 

"DAD1, S1g=322.00, 2.00 Ref•off, EXT or 011113E2.D 
mAU � 

800 1-

II 
600 1' 

400 

200 

}lJ 0 

5 10 

Signal 1: DADl, Sig=322.00, 2.00 Ref=off, EXT 

IPeakl RT I Type I Width I Area I Area % I 
I # I [min] I I [min] I I I 
1----1---------1-------1-------1----------1--------1
I 11 ll.477IMM I 0.273l 15903.70SI 99.4891 
I 21 13.167IMM I 0.294[ 81.7561 0.5111 

15 ml 

=========•======••======================================================== 

*** End of Report *** 

Instrument 1 Fri, l. Nov. 2013 04:54:25 pm Page 1 of 1 
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l 
I 
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111 I t 

I· ij 1'1 
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SQI 
:solu-tlons that adcl up 

SAi LIFE SCIENCES LIMITED 

UNIT -11 

Sample Name: SBF-MA1309-009-Fr-1 # IP13070823 Acquired By: 
Vial: 1 :B, 1 Acq. Method Set: 

System 
PDA_METH_2A 

Injection Volume: 1.00 ul Proc. Chnl. Descr.: PDA210.0 nm

Run Time: 6.0 Minutes Date Acquired: 7/29/2013 12:15:43 PM 1ST 
Project Name: SAPL_UNI T-2_AMCL_ALC-13_JUL-13 

. -

Column : Acquity BEH C-18 (50 x2.1 mm, 1.7µ,) 

I 
Column Temp : 25'C 
Mobile Phase A : Acetonitrile 
Mobile Phase B: 0.025% TFA (Aq) 

• Flow Rate : 0.50 ml/Min
! Time/% B: 0/90,0.5/90,3/10,6/10
: Diluent : ACN:Water

0.60. 

i 0.401 

0.20� 

0.00-

N 
0 

0.50 
. . , I . I ,· ' : 1 :-· ·:-·-� -:·- ,--"T·-· r- i··-1 -• 

1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 0.00 
Mnutes 

RT Area %Area 
1 1.40 32202 2.57 

2 1.96 1216462 97.05 

3 2.10 1866 0.15 

4 2.58 2867 0.23 

7/29/2013 

4.00 4.50 5.00 5.50 

Page 1 of 1 

12:28:37 PM Asia/Calcutta 

6.00 
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Sample Name : SBF-MA1309-009Fr-I # IP13070880 
User Name : CSB 
Vial No : 20016 
Injection volume : 15 
Method Name : C:\CLASS-VP\Methods\Chirall.met 

SQI 
solutions that add up 

Data File Name : D:\D Drv\Data\A LC 02\JULY-2013\300713E 7/30/2013 6:33:44 PM
Sample Description : Column :CHIRALP AK- IC (250 x 4.6mm,5µm) 
Mobile Phase A : 0.1 %DEA in n-Hexane 
Mobile Phase B :DCM:Me0H(50:50) 
A :  B :: 90:10 
Flow Rate : 1.0 mVmin.

1: 225 nm, 8 nm 

- SBF-MA1309-009Fr-l # IP13070880 

300713E 
300 

200 

100 
! 

0 

0 

Retention Time 

5 10 15 

1: 225 nm,8
nm 

20 
Minutes 

Pk# Retention Time 

25 

Area 
1 22.144 9092006 

30 

Totals 
I 90920061 

35 40 

Area Percent 
100.00 

100.00 I 

jrsacher
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SQI 
soluttons that- odd up 

SAi LIFE SCIENCES LIMITED 

UNIT -11 

Sample Name: BRD-7079-Fr-1 # IP13080229

Vial: 2:D,2 
Injection Volume: 0.50 ul 
Run Time: 6.0 Minutes 
Project Name: SAPL_UNIT-2_AMCL_ALC-13_Al.lG-13 

I Column : Acquity BEHC-18 (50 x2.1mm,1.7µ,) 
i Column Temp : 25'C 
i Mobile Phase A :  Acetonitrile
J Mobile Phase 8: 0.025% TFA (Aq) 
I Flow Rate : 0.50 ml/Min 
i Time/% 8: 0/90,0.5/90,3/10,6/10 
i Diluent : ACN:Water 

i 
0.80-j 

0.6J 

1 
::::, 0.40� 
<( , 

0.20� 

Acquired By: System 
Acq. Method Set: PDA _METH_2A 

Proc. Chnl. Descr.: PDA210.0 nm

Date Acquired: 8/7/2013 8:41 :11 PM 1ST 

i 
! 
! 

___ _J 

01() 
<D CX) 
<Dr,... o.oo-r�'l.r--------�..-�- ..-;;·�-!�

!!"-

---._ ___________________ 
J 

0.00 0.50 1.00 

RT Area %Area 
1 1.66 4195 0.43 

2 1.79 1477 0.15 

3 2.09 960323 99.41 

1.50 2.00 2.50 3.00 
Mnutes 

3.50 

8/8/2013 

4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 

Page 1 of 1 

11 :20: 15 AM Asia/Calcutta 

jrsacher
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Sample Name
User Name 

: BRD7079Fr-I # IP13080232
:KSN 
: 10001 
: 10 
: C:\CLASS-VP\Methods\Chirall.met 

SQI 
solutions that add up 

Vial No 
Injection volume 
Method Name 
Data File Name : D:\D Drv\Data\A LC 02\AUG-2013\080813D 8/8/2013 2:38:23 PM 
Sample Description : Column : Cciral pak IC (250 x 4.6mm,Sµm) 
Mobile Phase A : 0.1 %DEA in n-Hexane 
Mobile Phase B :DCM:MEOH(S0:50) 
A :  B :: 90:10 
Flow Rate : 1.0 ml/min. 

600 i----------· ----··---- -
1 1: 222 nm, 8 nm 
1 - BRD7079Fr·I # IP13080232 

500 

.. j 
i 
I 

300 i 

200-J I 

0 

0808130 
Retention Time 

5 10 

1: 222 nm, 8
nm 

Pk# 

Totals I 

15 

co 
co 
(0 

Minutes 

Retention Time 
18.688 

20 25 

Area 
10373413 

103734131 

30 35 

Area Percent 
100.00 

100.00 I 

jrsacher
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6 5 4 3 2 1 0 
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I 
i 

sa1• 
solutions that Odd up 

SAi LI FE SCIENCES PHARMA Ltd 

Unit-II 

Sample Name: SBF-MA1316-004-Fr-11 # IP14010221 Acquired By: 
Sample Type: Unkno'Ml 
Vial: 1:E;3 
In jection #: 1 
Injection Volume: 0.50 ul 
Run Time:· 6.0 Minutes 

Sample Set Name: 
Acq. Method Set: 
Proc. Chnl. Descr.: 
Date Acquired: 

Project Name: SAPL_UNIT-2_AMCL_ALC-10-JAN.14 

urm: Acqu1ty 
Column Temp:25'C 
Mobile Phase:A: Acetonitrile 
M:>bile Phase:B:0.025% Aq TFA 
Flow:0.5ml/min 
Gradient programe: 
T/%8:0.01/90,0.5/90,3/10,6/10 
Diluent: ACN:Water 

0. 

0. 

� 
0 

' ' 
0.00 

I 
0.50 1.00 1.50 2.00 

RT Area %Area 

1 1.97 1305 0.14 

i 2.12 946364 99.86 

I ' I I 

2.50 3.00 3.50 
Mnutes 

System 
070114 1 
PDA_METH_2A 
PDA210.0 nm 
1/7/2014 9:17:42 PM 1ST 

I 
4.00 

I 
4.50 

I I '  I 
5.00 5.50 

Page: 1 of 1 

6.00 

1/8/2014 10:12:55 Af.lt Asia/Calcutta 
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....

• Column :Chiral Pak ADH(250x4.6mm,5µm);
�bbile Phase A 0.1\DEA in n- Hexane
�obile Phase B: EtOH
A : B : 85: 15
Flow :· 1. Oml/min .

Injection Date 
Sample Name 
.Acq Operator 
Acq. Method 
Analysis Method 
Last Changed 

: Wed, 8.Jan.2014 Location 
:>SBF-MA1316-004Fr-II # IP14010228 

KSN Inj. Vol. 
C:\CHEM32\l\METHODS\CHIRAL.M. 
C:\CHEM32\l\METHODS\CHIRAL.M 
Fri, 3.Jan.2014, 08:43:38 pm 

*DAD1, Sig=326.00, 2.00 Ref=off, EXT of 08011402.D

mAU-
... 

� 
100-

80 

60-

40-

20 

\... 

) ... 

0 

5 1
1

0 1
1

s 

Signal l: DADl, Sig=326.00, 2.00 Ref=off, EXT 

I Peak I RT Type I Width I Area I Area % I 
I # I [min] I I [min] I I I 
1----1---------1-------1-------1----------1--------1 
I 11 ll.96 9IMM I 0.6021 37. 9631 0.74 91 
I 21 14.160IMM I 0.70 91 5028.8381 9 9.2511 

Vial 2 
Inj. No . 

10 µl 

2
1

0 min 

===============-=======================================================---

· \ nst r\lment l
,; . -· ... ... 

*** End of Report*** 

Wed, 8. Jan. 2014 04:40:23 pm Page l of l 
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sa1 
soh .• rttons that odd up 

SAi LI FE SCIENCES PHARMA Ltd 

Unit-II 

Sample Name: SBF-MA1309-091-Fr-1 # IP13111011

Sample Type: Unknown 
Vial: 1:B,8 
Injection #: 1 
Injection Volume: 1.00 ul 
Run Time: 6.0 Minutes 
Project Name: SAPL_UNIT-2_AMCL_ALC-10-NOV-13 

Column: Acquity UPLC BEH C-18 {2.1 x50mm, 1. 7u} 
Column Temp:25'C 
Mobile Phase:A: Acetonitrile 
Mobile Phase:B:0.025% Aq TFA 
Flow:0.5ml/min 
Gradient programe: 
T/%8:0.01/90,0.5/90,3/10,6/10 
Diluent: ACN:Water 

:::, 
<( 

0.80-�1 

0.6 

0.4 

Acquired By: 
Sample Set Name: 
Acq. Method Set: 
Proc. Chnl. Descr.: 
Date Acquired: 

System 
261113_1 
PDA_METH_2A 

PDA210.0 nm 
11/26/2013 2:16:25 PM 1ST 

-�

i 

I 
! 
I 
I' 

"',-�������-.----.����������������� ---,�.--,----.----.-�- _ __J .... 1 I , 1 I , I , , l 1 1 , , 1 1 1 1 1 1 I t , I , , I 1 , ·7--, I 1 , l , , 1 , , 

RT 

1 1.64 

2 1.67 

3 1.93 

4 2.16 

5 2.24 

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 

Area 

1837 

2896 

4612 

1190678 

1391 

%Area 

0.15 

0.24 

0.38 

99.11 

0.12 

Mnutes 

Page: 1 of 1 

11/26/2013 3:04:25 PM Asia/Calcutta 
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Acquired by : CSB 
D:\ALC 01\NOV-2013 \261113H. lcd 

Sample Name : SBF-MA1309- 091-Fr-I 
Sample ID : IP13 111013 
Vail# : 34 
Injection Volume : 40 ul 
Data File Name : 261113H.lcd 
Met hod File Name : CHIRAL.tern 
Report File Name : Default .lcr 
Data Acquired : 11/26/2013 5: 23: 02 PM 
Description : Column: CHIRALPAK-I A (250 X 4.6mm, 5µm) 
Mobile Phase A : 0.1% DEA in n -Hexane 
Mobile Phase B : DCM : MeOH ( 50 : 50 ) 
A :  B :: 90: 10. 
Flowrate: 1.00 mUmin. 

sat 
SOluttons that odd up 

SBF-MA1309-091-Fr-l D:\ALC01\NOV-2013\261113H.lcd 

mAU 

500-

250--

-

0 10 

PDA Multi 11328nm 4nm 

PDA Chi 328nm 4nm 

Peak# Ret. Time 

1 16.884 

2 19.405 

Total 

\ I 

I 
15 

PeakTable 

Area Heh!ht 

19086398 644058 

64924 2813 

19151322 646871 

T 

"' 
0 

I 
20 

Area o/o 

99.661 

0.339 

100.000 

I 
25 30 

min 

jrsacher
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Sell 
soluttons that odd up 

SAi LIFE SCIENCES LIMITED 

UNIT RII 

Sample Name: BRD-7625-Fr-1 # IP13080166 Acquired By: System 

Vial: 1:D,8 Acq. Method Set: PDA _METH_2A 
Injection Volume: 0.50 ul 
Run Time: 6.0 Minutes 
Project Name: SAPL_UNIT-2_AMCL_ALC-13_AUG-13 

!column :AcquityBEHC-18 (50x2.1mm,1.7µ,) 
Column Temp : 25'C 
Mobile Phase A: Acetonitrile 
Mobile Phase B: 0.025% TFA{Aq) 
Flow Rate : 0.50 ml/Min 

I 
Ti!J1e/% B: 0/90,0.5/90,3/10,6/10 

1 Diluent : ACN:Water 

Proc. Chnl. Descr.: POA210.0 nm

Date Acquired: 8/6/2013 7:19:27 PM 1ST 

'-.---- ·��������������������� 

o.eo
r

· 

1 
0.601 

i 

0.40� 

� j 

0.20· 

0.00 
1 
1 

0.00 

RT 
1 1.93 

2 2.23 

· 1·� 

0.50 1.00 

Area %Area 
3962 0.44 

886506 99.56 

I 
1.50 2.00 2.50 3.00 

Mnutes 
3.50 

8/6/2013 

4.00 4.50 5.00 5.50 

Page 1 of 1 

7:58:37 PM Asia/Calcutta 

i 
I 

_J 

6.00 

jrsacher
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Acquired by : CSB 
D:\ALC01\AUG-2013\070813J.lcd 

Sample Name : BRD7625-Fr-1 
Sample ID : IP13080168 
Vail# : 1 
Injection Volume : 50 ul 
Data File Name : 070813J.lcd 
Method File Name : CHIRAL.lcm 
Report File Name : Default.lcr 
Data Acquired : 8/7/2013 6:22:06 PM 
Description : Column : CHIRALPAK-IC (250x 4.6mm, 5µ) 
Mobile Phase A: 0.1% DEA inn-Hexane 
Mobile Phase B : DCM-CH30H (50:50) 
A: B :: 90 : 10. 
Flow Rate : 1.0 mUmin. 

BRD7625-Fr-I D:\ALC01\AUG-2013\070813J.lcd 

mAU 

1000-

500-

ft A .I» .L 
V V V T 

I 

0 5 10 15 20 25 

PDA Multi 11225nm 4nm 

PeakTable 

PDA Chl 225nm 4nm 

Peak# Ret. Time Area Heieht Area% 

1 9.517 93202 8331 0.309 

2 15.783 30069656 1361364 99.691 

Tota 30162858 1369695 100.000 

sa1+ 
SOluttons tl1at add up 

30 

1PDAMulti 1 

35 

min 

jrsacher
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Sell 
solutions tt'\Ot add up 

SAi LIFE SCIENCES LIMITED 

UNIT-II 

Sample Name: S8F-MA1410-019-Fr-1 # IP14120169 Acquired By:

Vial: 2:8,4 Acq. Method Set: 

System 

PDA_METH_2A 

Injection Volume: 0.50 ul Proc. Chnl. Descr.: PDA 210.0 nm 

Run Time: 6.0 Minutes Date Acquired: 12/9/2014 5:17:32 PM 1ST 

Project Name: SAPL_UNrT-2_AMCL_ALC-13_DEC-14 

Column : Acquity UPLC BEH C-18 (50 x2.1mm,1.7µ,) 
Column Temp : 25'C 
Mobile Phase A : Acetonitrile 
Mobile Phase 8 : 0.025% Aq.TFA 
Flow Rate : 0.5 mUMin 
Time/% B :  0.01/90,0.5/90,3/10,6/10 
Diluent : ACN:Water 

0.00 0.50 1.00 1.50 

RT Area %Area 

1 1.89 2970 0.27 

2 1.98 1055 0.10 

3 2.01 1187 0.11 

4 2.43 1101179 99.53 

2.00 2.50 3.00 

Mnutes 

3.50 

12/9/2014 

4.00 4.50 5.00 5.50 

Page 1 of 1 

5:28:05 PM Asia/Calcutta 

6.00 
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Data file : C:\CHEM32\l\DATA\DEC-2014\091214D.D 
Column : Chiralpak IA (250 x 4.6mm x Sµm) 
Mobil Phase A :0.1%DEA n-Hexane 
Mobil Phase B :  DCM : MeOH(S0:50) 
A : B ::80:20 
Flow Rate : l.Oml/min 

Injection Date 
Sample Name 
Acg Operator 
Acg. Method 
Analysis Method 

Tue, 9. Dec. 2014 Location 
SBF-MA1410-19Fr-I # IP14120170 
KSN Inj . Vol. 
C:\Chem32\l\METHODS\DEF_LC.M 
C:\Chem32\l\METHODS\DEF_LC.M 

*DAD1, Sig=328.00, 2.00 Ref=off, EXT of 091214D.D

mAU 

1200 

1000 

800 

600 

400 

200 

Vial 2 

10 µl 

� ! 
O-+-����������� �-h,�·����L-���������������--1 

0 5 10 

Signal 1: DADl, Sig=328.00, 2.00 Ref=off, EXT 

I Peak I RT I Area I Area % I 
I # I [min) 1-------1-------1 
1----1---------1 I I 
I 11 6.60611.s13e41 99.1001 
I 21 1. 744 I 11.110 I o. 073 I
I 31 10.6621 34.4041 0.2211 

15 mi

========================================================================== 

*** End of Report *** 

lnstrument 1 Tue, 9. Dec. 2014 06:16:44 pm Page 1 of 1 

jrsacher
Stamp



jrsacher
Stamp



jrsacher
Stamp



jrsacher
Stamp



13 
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12 

y 

1.03 

11 

' 

; 

10 9 

y 

1.05 

8 7 6 5 

YYIY 

2 .O:i.00 

2.ID906 

I 

I 
'I 

I 

LL 
I 

LI \..A...., 

r-r 

4 3 2 1 ppm 

y y y y y 

1.33 3.21 3.00 

2.09 6.13 
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SQI 
solvtlons that odd up 

SAi LIFE SCIENCES LIMITED 

UNIT-II 

Sample Name: S8F-MA1307-090-Fr-1 # IP13100449 Acquired By:

Vial: 1 :C,5 Acq. Method Set: 

System 

PDA _METH_2A 

Injection Volume: 1.00 ul Proc. Chnl. Descr.: PDA 210.0 nm 

Run Time: 6.0 Minutes 

Project Name: SAPL_UNIT-2_AMCL_ALC-13_0CT-13 

Column : Acquity BEH C-18 
Column Temp : 25'C 
Mobile Phase A : Acetonitrile 
Mobile Phase 8 : 0.025% TFA (Aq) 
Flow Rate : 0.50 ml/Min 
Time/% 8: 0/90,0.5/90,3/10,6/10 
Diluent : ACN:Water 

0.20 

O.OrH---'L-----....._ 

(50 x2.1mm,1.7µ,) 

Date Acquired: 10/17/2013 3:31:21 PM 1ST 

-0.20 1-r�-,-,--.-�.--.--..--r--.--.-..--,-,,-.-.-.-...- r r ... r-,--'f'" -...-,.-,-,-.,-...-,.-, T-,-.-,--.-.-�����-.-��� 

0.00 0.50 

RT Area %Area 

1 1.56 2411 0.22 

2 1.61 3106 0.29 

3 1.68 6801 0.63 

4 1.93 1069142 98.86 

1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 

Mnutes 

3.50 

10/17/2013 

4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 

Page 1 of 1 

3:55:21 PM Asia/Calcutta 
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Data file : C:\CHEM32\1\DATA\OCT-2013\171013D.D
Salple Name: SBF-MA1307-090Fr-I # IP13100448 
Column:Chiralpak IC (250x4.6mm,5µm), 
Mobile Phase A :0.1%DEA in n hexane 
Mobile Phase B : DCM : MeOH(50:50) 
A: ·B: 85 : 15 
FLow: 1.0ml/min 

InJ ection Date 
Sanple Name 

Thu, 17. Oct. 2013 Location Vial 65
SBF-MA1307-090Fr-I # -> Inj. No. 0 

Acg: Operator 
Acg:. Method 
Analysis Method 
Last Changed 

KSN Inj . Vol. 20 µl 
C:\Chem32\1\DATA\SEPT-2013\290813 2013-09-20 18-31-0->
C:\Chem32\1\DATA\SEPT-2013\290813 2013-09-20 18-31-0->
Thu, 17. Oct. 2013, 05:48:10 pm 
(modified after loading) 

*DAD1, Sig=326.00, 2.00 Ref=off, EXT of 1710130.D 

���1 
1000i 

800
1

:::1 : \ 
200 i \ 

0 b--- ·- -- . --------- ____ J __ \,., _________________________ _
5 10 15 20 mi 

Signal 1: DADl, Sig=326.00, 2.00 Ref=off, EXT 

IPeakl RT Type I Width I Area I Area % I 
I # I [min) I I [min) I I I 
I ----l---------l-------1-------1----------1--------I 
I 11 ll.152IMM I 0.2701 20390.0101 100.0001 

*** End of Report*** 

Illstrument 1 Thu, 17. Oct. 2013 05:49:44 pm Page 1 of 1 
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Da.la file : C:\CHEM32\1\DATA\OCT-2013\171013F.D 
Sa.�ple Name: SBF-MA1307-090 Fr-I & Fr-II Co.inj 
Column: Chiralpak IC (250x4.6mm,5µm), 
Mobile Phase A :0.1%DEA n hexane 
Mobile Phase B : DCM : MeOH(50:50) 
A: :B: 85 : 15 
FLow : 1.0ml/min 

Injection Date 
Sanple Name 
AOJ: Operator 
AOJ:. Method 
Analysis Method 
Last Changed 

Thu, 17. Oct. 2013 Location Vial 67 
SBF-MA1307-090 Fr-I & Fr--> Inj. No. 0 
KSN Inj. Vol. 25 µl 
C:\Chem32\1\DATA\SEPT-2013\290813 2013-09-20 18-31-0-> 
C:\Chem32\1\DATA\SEPT-2013\290813 2013-09-20 18-31-0-> 
Fri, 18. Oct. 2013, 08:46:57 am 
(modified after loading) 

'DAD1, Sig=326.00, 2.00 Ref=off, EXT of 171013F.D 

mAU j � '°°l �1 
400

1 i
\ 

:::11' 11 � 

; I /i 
I· 'I 

l 100

1 
II 11 

� i \ I \. 0 i--------·-··-···-···-·--'"·'1------" .. ',--- ·--------·-----· 
I ' I I 

30 . 10 20 

Signal 1: DADl, Sig=326.00, 2.00 Ref=off, EXT 

!Peak\ RT Type I Width I Area I Area % \ 
I # I (min] I I (min] I I I 
1----1---------1-------1-------\----------1--------1 
I 11 ll.021IMM I 0.2751 8697.430\ 71.8381 
I 2\ 15.355IMM I 0.3811 3409.560\ 28.1621 

*** End of Report *** 

·I
I 
i 
I 

I 
mi� 
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, Ir 

� ., 

I I I I I I I I I I ' I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I ' I I I I I I I I I I 

13 12 11 10 9 8 7 6 s 4 3 2 l ppm 

y y YYW y y y y y
1.08 2.cm.01 1,1' 3.22 3.00 

1,0,, 2.1212 2.0t ,.13 
. 

. 
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Sample Name: 5BF-MA1307-090-Fr-ll # IP13100452 Acquired By: 

Vial: 1 :C,6 Acq. Method Set: 

System 

PDA _METH_2A 

Injection Volume: 1.00 ul Proc. Chnl. Descr.: PDA210.0 nm 
Run Time: 6.0 Minutes 
Project Narre: SAPL_UNIT-2_AMCL_ALC-13_0CT-13 

Column : Acquity BEH C-18 (50 x2.11Ml,1.7µ,) 
Column Temp : 25°C 
Mobile Phase A : Acetonitrile 
Mobile Phase B: 0.025% TFA(Aq) 
Flow Rate : 0.50 mUMin 
Time/% B: 0/90,0.5/90,3/10,6/10 
Diluent : ACN:Water 

0.00 0.50 1.00 1.50 

RT Area %Area 
1 1.56 2317 0.2B 

2 1.68 1876 0.23 

3 1.77 842 0.10 

4 1.93 824634 99.39 

2.00 2.50 

Date Acquired: 10/17/2013 3:40:17 PM 1ST 

3.00 

Mnutes 

3.50 4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 

jrsacher
Stamp



pata file : C:\CHEM32\l\DATA\OCT-2013\171013Dl.D 
Sample Name: SBF-MA1307-090Fr-II # IP13100451 
Co�umn:Chiralpak IC (250x4.6mm,Sµm), 
Mobile Phase A :0.1%DEA in n hexane 
Mobile Phase 8 : DCM : MeOH(S0:50) 
A:;B: 85 : 15 
Flow : l.Oml/min 

Injection Date 
Sample Name 
Acq Operator 
Acq. Method 
Analysis Method 
Last Changed 

Thu, 17. Oct. 2013 Location Vial 66 
SBF-MA1307-090Fr-II # -> Inj. No. 0 
KSN Inj. Vol. 20 µl 
C:\Chem32\l\DATA\SEPT-2013\290813 2013-09-20 18-31-0-> 
C:\Chem32\1\DATA\SEPT-2013\290813 2013-09-20 18-31-0-> 
Thu, 17. Oct. 2013, 05:51:18 pm 
(modified after loading) 

"DAD1, S1g=326.00, 2.00 Ref::off, EXT of 17101301.D 

mAU-
... 

M 

140-

120-

�, 
h 

100-

BO-

60-

40-

20-

0 ''---1'- ------ t � _\..,_ ___________ , 
10 

• I 

15

Signal 1: DADl, Sig=326.00, 2.00 Ref=off, EXT 

I Peak I RT I Type I Width I Area I Area t I 
I # 1 [min] I I [min] I I I 
1----1---------1-------1-------l----------1--------1 
I 11 11.172IMM I 0.2681 9.2941 0.256] 
1 21 15.631IMM 1 · 0.3801 3619.1571 99.7441 

I 

,n . ,n;,J 

===========--=-================-=====•==================================== 

••• End of Report *** 
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Supplementary Figures: 

Figure S1. GSK3 conservation across species 

 

 

Legend 
GSK3A HUMAN P49840 
GSK3B HUMAN P49841 
GSK3A RAT P18265   
GSK3B RAT P18266   
GSK3A MOUSE Q2NL51 
GSK3B MOUSE Q9WV60  

GSK3A HUMAN MSGGGPSGGGPGGSGRARTSSFAEPGGGGGGGGGGPGGSASGPGGTGGGKASVGAMGGGVGASSSGGGPGGSGGGGSGGP  80 
GSK3B HUMAN ------------MSGRPRTTSFAE---------------------------------------------------SCKPV  17 
GSK3A RAT   MSGGGPSGGGPGGSGRARTSSFAEPGGGGGGGGGGPGGSASGPGGTGGGKASVGAMGGGVGASSSGGGPSGSGGGGSGGP  80 
GSK3B RAT   ------------MSGRPRTTSFAE---------------------------------------------------SCKPV  17 
GSK3A MOUSE MSGGGPSGGGPGGSGRARTSSFAEPGGGGGGGGGGPGGSASGPGGTGGGKASVGAMGGGVGASSSGGGPSGSGGGGSGGP  80 
GSK3B MOUSE ------------MSGRPRTTSFAE---------------------------------------------------SCKPV  17 
 
 

GSK3A HUMAN GAGTSFPPPGVKLGRDSGKVTTVVATLGQGPERSQEVAYTDIKVIGNGSFGVVYQARLAETRELVAIKKVLQDKRFKNRE 160 
GSK3B HUMAN QQPSAFGSMKVSRDKDGSKVTTVVATPGQGPDRPQEVSYTDTKVIGNGSFGVVYQAKLCDSGELVAIKKVLQDKRFKNRE  97 
GSK3A RAT   GAGTSFPPPGVKLGRDSGKVTTVVATLGQGPERSQEVAYTDIKVIGNGSFGVVYQARLAETRELVAIKKVLQDKRFKNRE 160 
GSK3B RAT   QQPSAFGSMKVSRDKDGSKVTTVVATPGQGPDRPQEVSYTDTKVIGNGSFGVVYQAKLCDSGELVAIKKVLQDKRFKNRE  97 
GSK3A MOUSE GAGTSFPPPGVKLGRDSGKVTTVVATVGQGPERSQEVAYTDIKVIGNGSFGVVYQARLAETRELVAIKKVLQDKRFKNRE 160 
GSK3B MOUSE QQPSAFGSMKVSRDKDGSKVTTVVATPGQGPDRPQEVSYTDTKVIGNGSFGVVYQAKLCDSGELVAIKKVLQDKRFKNRE  97 
                                                         *      *            * *             
  

GSK3A HUMAN LQIMRKLDHCNIVRLRYFFYSSGEKKDELYLNLVLEYVPETVYRVARHFTKAKLTIPILYVKVYMYQLFRSLAYIHSQGV 240 
GSK3B HUMAN LQIMRKLDHCNIVRLRYFFYSSGEKKDEVYLNLVLDYVPETVYRVARHYSRAKQTLPVIYVKLYMYQLFRSLAYIHSFGI 177 
GSK3A RAT   LQIMRKLDHCNIVRLRYFFYSSGEKKDELYLNLVLEYVPETVYRVARHFTKAKLIIPIIYVKVYMYQLFRSLAYIHSQGV 240 
GSK3B RAT   LQIMRKLDHCNIVRLRYFFYSSGEKKDEVYLNLVLDYVPETVYRVARHYSRAKQTLPVIYVKLYMYQLFRSLAYIHSFGI 177 
GSK3A MOUSE LQIMRKLDHCNIVRLRYFFYSSGEKKDELYLNLVLEYVPETVYRVARHFTKAKLITPIIYIKVYMYQLFRSLAYIHSQGV 240 
GSK3B MOUSE LQIMRKLDHCNIVRLRYFFYSSGEKKDEVYLNLVLDYVPETVYRVARHYSRAKQTLPVIYVKLYMYQLFRSLAYIHSFGI 177 
                        *                     *******  *                                           
 

GSK3A HUMAN CHRDIKPQNLLVDPDTAVLKLCDFGSAKQLVRGEPNVSYICSRYYRAPELIFGATDYTSSIDVWSAGCVLAELLLGQPIF 320 
GSK3B HUMAN CHRDIKPQNLLLDPDTAVLKLCDFGSAKQLVRGEPNVSYICSRYYRAPELIFGATDYTSSIDVWSAGCVLAELLLGQPIF 257 
GSK3A RAT   CHRDIKPQNLLVDPDTAVLKLCDFGSAKQLVRGEPNVSYICSRYYRAPELIFGATDYTSSIDVWSAGCVLAELLLGQPIF 320 
GSK3B RAT   CHRDIKPQNLLLDPDTAVLKLCDFGSAKQLVRGEPNVSYICSRYYRAPELIFGATDYTSSIDMWSAGCVLAELLLGQPIF 257 
GSK3A MOUSE CHRDIKPQNLLVDPDTAVLKLCDFGSAKQLVRGEPNVSYICSRYYRAPELIFGATDYTSSIDVWSAGCVLAELLLGQPIF 320 
GSK3B MOUSE CHRDIKPQNLLLDPDTAVLKLCDFGSAKQLVRGEPNVSYICSRYYRAPELIFGATDYTSSIDVWSAGCVLAELLLGQPIF 257 
                   ****          ** 
                  

GSK3A HUMAN PGDSGVDQLVEIIKVLGTPTREQIREMNPNYTEFKFPQIKAHPWTKVFKS-RTPPEAIALCSSLLEYTPSSRLSPLEACA 399 
GSK3B HUMAN PGDSGVDQLVEIIKVLGTPTREQIREMNPNYTEFKFPQIKAHPWTKVFRP-RTPPEAIALCSRLLEYTPTARLTPLEACA 336 
GSK3A RAT   PGDSGVDQLVEIIKVLGTPTREQIREMNPNYTEFKFPQIKAHPWTKVFKS-RTPPEAIALCSSLLEYTPSSRLSPLEACA 399 
GSK3B RAT   PGDSGVDQLVEIIKVLGTPTREQIREMNPNYTEFKFPQIKAHPWTKVFRP-RTPPEAIALCSRLLEYTPTARLTPLEACA 336 
GSK3A MOUSE PGDSGVDQLVEIIKVLGTPTREQIREMNPNYTEFKFPQIKAHPWTKVFKSSKTPPEAIALCSSLLEYTPSSRLSPLEACA 400 
GSK3B MOUSE PGDSGVDQLVEIIKVLGTPTREQIREMNPNYTEFKFPQIKAHPWTKVFRP-RTPPEAIALCSRLLEYTPTARLTPLEACA 336 

GSK3A HUMAN HSFFDELRCLGTQLPNNRPLPPLFNFSAGELSIQPSLNAILIPPHLRSPAGTTTL-----TPSSQALTETPTSSDWQSTD 474 
GSK3B HUMAN HSFFDELRDPNVKLPNGRDTPALFNFTTQELSSNPPLATILIPPHARIQAAASTPTNATAAS------DANTGDRGQTNN 410 
GSK3A RAT   HSFFDELRSLGTQLPNNRPLPPLFNFSPGELSIQPSLNAILIPPHLRSPSGPATL-----TSSSQALTETQTGQDWQAPD 474 
GSK3B RAT   HSFFDELRDPNVKLPNGRDTPALFNFTTQELSSNPPLATILIPPHARIQAAASPPANATAAS------DTNAGDRGQTNN 410 
GSK3A MOUSE HSFFDELRRLGAQLPNDRPLPPLFNFSPGELSIQPSLNAILIPPHLRSPAGPASPLTTSYNPSSQALTEAQTGQDWQPSD 480 
GSK3B MOUSE HSFFDELRDPNVKLPNGRDTPALFNFTTQELSSNPPLATILIPPHARIQAAASPPANATAAS------DTNAGDRGQTNN 410 
 
 

GSK3A HUMAN ATPTLTNSS- 483 
GSK3B HUMAN AASASASNST 420 
GSK3A RAT   ATPTLTNSS- 483 
GSK3B RAT   AASASASNST 420 
GSK3A MOUSE ATTATLASSS 490 
GSK3B MOUSE AASASASNST 420 



Figure S2. X‐ray crystal structure of GSK3 from Ustailago Maydis.  

Image generated from PDB 4E7W.  Numbering is based on the Uniprot wild‐type sequence ID 

Q4PH53. The hinge glutamic acid (Glu126) adopts in the fungal structure adopts a downward 

conformation also observed in our MD calculations. 

 

Reference:  

Grutter, C., Simard, J. R., Mayer-Wrangowski, S. C., Schreier, P. H., Perez-Martin, J., Richters, 
A., Getlik, M., Gutbrod, O., Braun, C. A., Beck, M. E., and Rauh, D. (2012) Targeting GSK3 
from Ustilago maydis: type-II kinase inhibitors as potential antifungals, ACS Chem Biol 7, 1257-
1267. 



Figure  S3.  Schematic  of  back  end  interactions  depicting  distance  A  between 
Glu196/Asp133 and Arg176/Arg113 and distance B between Arg176/Arg113 and 
Glu143/Glu80 for GSK3A and GSK3B respectively. 

 
  



Figure S4. Hinge backend interaction measurements and energy plots 

Distance vs Time plot: Supplemental figure S4 A and C. 
Initial  visual  observations of  the molecular dynamics  simulations  suggested  that  the backend 
hydrogen  bond  network  behaves  differently  between  the  apo‐GSK3α  and  apo‐GSK3β 
simulations.  To quantify  this observation,  two distances were measured using  the Simulation 
Event Analysis program in Desmond version 4.7 (Desmond Molecular Dynamics System, version 
4.7, D. E. Shaw Research, New York, NY, 2016. Maestro‐Desmond Interoperability Tools, version 
4.7, Schrödinger, New York, NY, 2016.)  for GSK3α these two distances are distance A (Glu196 
atom CD to Arg176 atom CZ, Figure S3) and distance B (Arg176 atom CZ to Glu143 atom CD) and 
for  GSK3β  these  two  distances  are  distance  A  (Asp133@  atom  CG  to  Arg113  atom  CZ)  and 
distance B (Arg113 atom CZ to Glu80 atom CD. These measurements were plotted across time 
(nanoseconds),  in  addition,  the  running  average  was  calculated  in  Origin  2015  (OriginLab, 
Northampton, MA) using 201 data points (100 data points before, 100 data points after and the 
data point selected). 
 
Free energy profiles: Supplemental figure S4 B and D. 
The hist  program  in CPPTRAJ  from AmberTools16 was employed  to estimate  the  free energy 
profiles  across  the  two  sets  of  simulations  with  respect  to  the  two  distance  measurements 
described  in  Figure  S3  and  Figure  1C  panels  1‐2  (Roe,  2013  and  Case,  2016).  The  boundary 
conditions for the calculation were set with a minimum of 2 Å and a maximum of 14 Å. 96 bins 
were  selected  for  the  calculation.  A  temperature  of  300K  was  defined  as  the  simulation 
temperature. 
 
References: 

Daniel R. Roe and Thomas E. Cheatham, III, "PTRAJ and CPPTRAJ: Software for Processing and 

Analysis of Molecular Dynamics Trajectory Data". J. Chem. Theory Comput., 2013, 9 (7), pp 3084‐

3095. 

D.A. Case, R.M. Betz, D.S. Cerutti, T.E. Cheatham, III, T.A. Darden, R.E. Duke, T.J. Giese, H. Gohlke, 

A.W. Goetz, N. Homeyer, S. Izadi, P. Janowski, J. Kaus, A. Kovalenko, T.S. Lee, S. LeGrand, P. Li, C. 

Lin, T. Luchko, R. Luo, B. Madej, D. Mermelstein, K.M. Merz, G. Monard, H. Nguyen, H.T. Nguyen, 

I. Omelyan, A. Onufriev, D.R. Roe, A. Roitberg, C. Sagui, C.L. Simmerling, W.M. Botello‐Smith, J. 

Swails, R.C. Walker, J. Wang, R.M. Wolf, X. Wu, L. Xiao and P.A. Kollman (2016), AMBER 2016, 

University of California, San Francisco. 



A. Apo GSK3B simulation: Back end distances measured across time. Solid lines represent running 
average. 
 



 
B. Free energy plots in kcal/mol based on distances A and B of back end interactions for apo 

GSK3B. Blue represents low energy wells, red represents high energy regions. 

 



 
C. Apo GSK3A simulation: Back end distances measured across time. Solid lines represent running 

average of 200 data points. 



D. Free energy plots in kcal/mol based on distances A and B of back end interactions for apo 

GSK3A. Blue represents low energy wells, red represents high energy regions. 

 

 

   



Figure S5. X‐ray crystal structures of hGSK3B bound to BRD3731 (panels 1‐3) and 
BRD0705 (panels 4‐6) and hGSK3B(D133E) bound to BRD0705 (panels 7‐9). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Figure  S6.  Live  cell  target  engagement  analysis  for  GSK3α  and  GSK3β  using 
NanoBRET (Promega).  

Engagement  to  NanoLuc‐GSK3A  and  NanoLuc‐GSK3B  were  analyzed  in  live  HEK293  cells, 

following  2  h  of  equilibration  with  100  nM  NanoBRET  Kinase  Tracer  6.  Graphs  show 

representative data from an individual experiment (mean +/‐ S.D. of four data points).  

 

 
 
 



Figure S7. (A) PAS staining and (B) quantitative dosage of glycogen synthase after 
BRD0705 treatment. 

 



Figure S8. BRD3731 induces heterogeneous effects on differentiation and colony 
formation in AML cell lines.  

(a‐c)  FACS  analysis  of  the  expression of  CD11b,  CD14,  and  CD11c  cell  surface markers  in  the 

indicated AML cell lines treated with BRD0705 for 6 days. * p value < 0.05 is calculated using a 

Welch’s t test in comparison with the control condition. Error bars represent mean ± SEM of three 

biological replicates. (d) Colony formation assay of the indicated AML cell  lines after BRD3731 

pretreatment.  Data are represented as mean ± SEM of 3 replicates. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Figure S9. BRD0705 triggers differentiation, impairs stemness and mitochondria 
transcriptional programs.  

BRD0705’s  signature  identified  by  RNAseq was  then  interrogated  in  a  functional  enrichment 

analysis  across  the  MsigDB  database.  (a)  Functional  transcriptional  network  upon  BRD0705 

treatment.  Gene  sets  altered  in  the  BRD0705  signature  were  obtained  through  quantitative 

comparison  by  GSEA  of  the  c2  collection  of  gene  sets.  GSEA  plots  for  the  GSK3  inhibitor 

(CHIR99021)  (b),  targets  of  NUP98  HOXA9  fusion  (c),  HSC  versus  MONO  (d)  and 

MOOTHA_mitochondria signatures (e) are shown as significantly modulated representative gene 

sets  of  GSK3  inhibition,  stemness  inhibition,  induced  differentiation  and  mitochondria 

upregulation pathways respectively in response to BRD0705 treatment. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 



Figure  S10.  Pharmacokinetic,  pharmacodynamic  and  tolerability  properties  of 
BRD0705. 

(a) Pharmacokinetics time‐concentration curve and corresponding pharmacokinetic parameters 

for BRD0705 (30 mg/kg) following a single oral dose in male C57BL/6 mice. (b) Circulating CD45+ 

cells measured by FACS at 2 weeks of treatment. (c‐f) Complete blood counts were measured 

after 5 days of treatment with BRD0705 at 15 and 30 mg/kg. (g) Weight was measured daily. (h) 

Glycogen  level was measured  in peripheral blood mononuclear  cells  (PBMC) after 16 days of 

treatment with BRD0705 at 15 and 30 mg/kg as a biomarker of  target engagement Data are 

represented  as  mean  ±  SEM.  *  p  value  <  0.05  is  calculated  using  a  Mann‐Whitney  test  in 

comparison with control conditions. 

 

 

 
 
 



Supplementary Tables: 

Table S5. Kinome selectivity for BRD0320 and BRD5648 (Carna biosciences, JP) 

 

Kinase
% Inhibition 
BRD0320   

10μM
IC50(μM)

Fold 
selectivity

Kinase
% Inhibition 
BRD5648 

10μM
IC50(μM)

GSK3β 102.9 0.024 CK1δ 94.7 0.638
GSK3α 102.5 0.022 GSK3α 86.2 1.35
CDK3/CycE1 87.2 1.11 46 PDHK4 85.8 2.08
CDK5/p25 86.6 1.81 75 CK1ε 82.3 2.23
CDK2/CycE1 85.6 1.43 60 CK1α 59.6 6.50
CDK2/CycA2 85.5 2.56 107 TSSK3 57.3 >50
CDK6/CycD3 51.9 5.16 215 p70S6Kβ 56.5 9.19
CDC2/CycB1 49.4 p70S6K 53.6 9.17
CDK4/CycD3 40.5 GSK3β 52.4 8.27
CDK7/CycH/MAT1 37.4 PDHK2 44.2
CDK9/CycT1 34.8 IKKβ 40.7
PAK2 25.6 COT_Cascade 39.4
AurB 18.9 CDK6/CycD3 37.8
DYRK1B 12.2 TNIK 37.3
PLK2 9.0 PAK2 37.2
JNK2 8.3 DDR1 35.8
FLT3 8.2 PIK3CA/PIK3R1 35.6
CK1α 7.8 MOS_Cascade 34.0
AMPKα1/β1/γ1 5.9 MAP3K1_Cascade 32.3
Erk2 5.7 PKD3 28.9
PIM2 4.3 RAF1_Cascade 28.4
PKACα 3.7 MELK 28.0
AurA 3.7 CHK2 27.4
MST1 3.7 LCK 26.9
BRSK2 3.5 HGK 26.9
NEK1 3.5 PIM3 26.4
CLK1 3.1 BRAF(V600E)_Cascad 24.4
PIM1 3.1 CK1γ2 23.1
CK1ε 2.9 CaMK1δ 22.5
NEK9 2.3 CDK3/CycE1 22.0
LTK 2.2 DLK_Cascade 21.7
MARK3 2.1 SPHK2 20.8
NEK2 1.5 DDR2 20.6
RSK1 1.3 FMS 20.6
PBK 1.1 PKD1 19.7
p38α 0.8 PIM1 19.7
CK1γ3 0.8 TYK2 19.4
PKCα -0.1 PLK2 19.2
TRKA -0.5 MAP2K1_Cascade 18.1
ROCK1 -1.1 HER2 17.7
AurC -1.5 CaMK4 17.3
ROS -1.5 CK1γ1 17.1
CK2α2/β -1.8 MAP3K4_Cascade 16.7
HGK -2.0 PHKG1 16.5
p70S6K -2.1 KIT(V560G) 16.5
CaMK4 -2.4 BRAF_Cascade 16.2
PDK1 -2.6 PLK3 15.8
NEK6 -3.0 HIPK4 15.4
CHK1 -3.0 AurB 15.1



   

Kinase
% Inhibition 
BRD0320   

10μM
IC50(μM)

Fold 
selectivity

Kinase
% Inhibition 
BRD5648 

10μM
IC50(μM)

IRAK4 -3.1 skMLCK 15.1
IKKβ -3.2 EPHA6 15.0
NEK7 -3.6 MSK2 14.8
AKT1 -4.4 CLK2 14.5
SGK -4.5 PASK 12.9
CHK2 -4.7 CLK3 12.8
TSSK1 -4.8 PKN1 12.4
CK2α1/β -4.8 AurA 12.3
PKD2 -6.0 MAP4K2 12.1
DAPK1 -6.3 FGR 12.0
PLK1 -6.4 EPHB3 12.0
CK1γ1 -7.0 TRKB 11.9
CK1δ -8.7 PKD2 11.8
CDC7/ASK -9.6 EPHB4 11.8
MAPKAPK2 -14.4 SPHK1 11.6

MLK3_Cascade 11.4
FLT4 11.4
Erk1 11.4
CLK1 11.2
DYRK1B 11.2
MRCKα 11.1
KIT 11.0
CK1γ3 10.9
MET 10.9
YES 10.5
PAK4 10.1
CaMK2γ 10.1
MAP2K4_Cascade 9.9
TAOK2 9.9
LYNb 9.8
MAP3K5_Cascade 9.8
KIT(D816E) 9.7
RON 9.6
Haspin 9.4
MLK1_Cascade 9.3
YES(T348I) 9.2
TRKC 9.2
HER4 9.2
LATS2 9.1
CDK2/CycA2 9.1
TIE2 9.0
JAK2 8.8
CaMK2β 8.8
SLK 8.8
MST3 8.7
FLT3 8.7
DYRK1A 8.7
PAK1 8.7
PKACγ 8.6



  

Kinase
% Inhibition 
BRD5648 

10μM
IC50(μM)

MET(D1228H) 8.5
AMPKα1/β1/γ1 8.4
PIM2 8.4
RSK2 8.4
EPHA7 8.4
KIT(V654A) 8.2
MNK2 8.1
EGFR(d746-750) 8.0
BLK 8.0
CDK5/p25 7.9
SIK 7.8
CHK1 7.7
PEK 7.7
CDC2/CycB1 7.6
AMPKα2/β1/γ1 7.6
DYRK3 7.6
TRKA 7.5
DCAMKL2 7.4
MAP3K2_Cascade 7.3
PDGFRα(T674I) 7.2
TAK1-TAB1_Cascade 7.2
FRK 7.2
CaMK2δ 7.2
TNK1 6.9
PKCι 6.9
MINK 6.6
PAK5 6.5
FLT1 6.4
EGFR(L858R) 6.3
MET(M1250T) 6.3
IKKα 6.3
EGFR(L861Q) 6.1
ROS 6.1
Erk2 6.0
MST1 5.9
IRAK1 5.9
ITK 5.7
CDK9/CycT1 5.7
MNK1 5.7
EGFR(T790M/L858R) 5.7
INSR 5.6
PRKX 5.3
PKCδ 5.2
PLK1 5.2
CaMK2α 5.1
TSSK2 5.1
CDC7/ASK 5.0
PHKG2 4.9
PBK 4.8



  

Kinase
% Inhibition 
BRD5648 

10μM
IC50(μM)

KIT(D816V) 4.8
CaMK1α 4.8
EPHA4 4.7
FGFR4 4.7
BRSK1 4.7
FGFR3 4.5
PDGFRα(V561D) 4.5
MAPKAPK5 4.4
KIT(T670I) 4.4
JNK2 4.3
RSK1 4.2
SRPK1 4.1
PKCγ 4.1
JNK1 4.0
EGFR 4.0
MET(Y1235D) 4.0
BRSK2 3.9
FES 3.9
RSK3 3.8
WNK2 3.7
NEK1 3.7
SRM 3.4
FGFR3(K650M) 3.4
ALK(F1174L) 3.4
KDR 3.3
p38α 3.0
MST2 3.0
SGK2 3.0
MARK1 2.9
EPHA3 2.9
PKCε 2.8
TXK 2.8
PDGFRα 2.6
SGK 2.5
FGFR3(K650E) 2.5
EGFR(d746-750/T790M 2.5
NPM1-ALK 2.4
MST4 2.4
LYNa 2.3
EML4-ALK 2.3
DAPK1 2.2
MSK1 2.1
CDK2/CycE1 2.1
RSK4 2.1
EPHA1 2.0
TEC 2.0
CRIK 2.0
JAK1 2.0
FGFR2 2.0



  

Kinase
% Inhibition 
BRD5648 

10μM
IC50(μM)

MAPKAPK3 1.9
MAP2K7_Cascade 1.8
ROCK1 1.8
JAK3 1.7
MAP2K5_Cascade 1.5
QIK 1.5
NEK6 1.4
PAK6 1.3
ACK 1.3
EPHA8 1.2
EPHA2 1.1
ROCK2 1.1
FGFR4(V550E) 0.9
AurC 0.9
FYN(isoform b) 0.8
RET(Y791F) 0.7
EGFR(T790M) 0.7
FGFR1 0.6
FGFR4(V550L) 0.6
MARK3 0.6
MGC42105 0.5
FER 0.4
SRC 0.4
DYRK2 0.3
AXL 0.2
NuaK1 0.0
ABL 0.0
PDGFRα(D842V) -0.4
HIPK1 -0.4
EEF2K -0.5
IGF1R -0.5
PKACα -0.6
AurA/TPX2 -0.6
TYRO3 -0.6
CDK7/CycH/MAT1 -0.7
PGK -0.8
MER -0.9
ABL(T315I) -1.0
MSSK1 -1.0
MRCKβ -1.0
NEK9 -1.1
ABL(E255K) -1.1
HCK -1.1
PDGFRβ -1.4
MARK2 -1.5
ALK -1.6
EPHA5 -1.7
EPHB1 -1.8
IRR -1.8



  

Kinase
% Inhibition 
BRD5648 

10μM
IC50(μM)

ALK(R1275Q) -1.9
IKKε -2.0
MUSK -2.1
PKCβ2 -2.1
SGK3 -2.3
RET -2.3
MLK2_Cascade -2.4
CDK4/CycD3 -2.5
NEK2 -2.7
TSSK1 -2.7
PKACβ -2.8
Erk5 -2.8
IRAK4 -2.8
TBK1 -2.9
PKCα -2.9
PDK1 -2.9
ARG -3.0
FAK -3.1
WNK3 -3.3
EPHB2 -3.4
CSK -3.4
BRK -3.5
NuaK2 -3.5
LTK -3.6
MAPKAPK2 -3.9
NEK4 -3.9
PKR -4.0
MAP3K3_Cascade -4.2
CK2α2/β -4.4
MAP2K6_Cascade -4.5
RET(S891A) -4.9
PKCθ -4.9
RET(M918T) -5.7
WNK1 -5.8
PYK2 -5.9
NDR1 -6.1
CK2α1/β -6.2
SYK -6.6
NEK7 -6.8
SRPK2 -6.9
PKCβ1 -7.3
LOK -7.7
FGFR1(V561M) -8.0
HIPK3 -9.6
HIPK2 -9.6
ALK(L1196M) -9.7
NDR2 -9.8
FYN(isoform a) -10.3
p38β -11.2



 

  

Kinase
% Inhibition 
BRD5648 

10μM
IC50(μM)

MAP2K2_Cascade -11.3
RET(G691S) -11.6
MARK4 -11.8
CGK2 -11.8
p38δ -12.2
BTK -12.5
JNK3 -13.2
BMX -13.7
PKCη -14.6
MAP2K3_Cascade -20.4
AKT2 -24.7
p38γ -26.3
PKCζ -28.1
AKT3 -30.6
AKT1 -37.8



Table S6. Kinome selectivity for BRD0705 and BRD3731 (Carna biosciences, JP) 

 

Kinase
% Inhibition 
BRD0705 

10μM
IC50(μM)

Fold 
selectivity

Kinase
% Inhibition 
BRD3731 

10μM
IC50(μM)

Fold 
selectivity

GSK3α 100.8 0.079 GSK3β 100.7 0.027
GSK3β 96.5 0.488 6.2 GSK3α 96.8 0.211 7.8
CDK2/CycA2 65.3 6.87 86.9 CDK5/p25 48.3 8.9 331.0
CDK2/CycE1 53.4 9.43 119.3 RSK2 42.8
CDK3/CycE1 52.8 9.74 123.3 CDK2/CycE1 42.6 8.8 326.9
CDK5/p25 52.0 9.20 116.4 PIK3CA/PIK3R1 42.5
PAK4 33.8 MELK 39.2
ROS 31.3 CDK2/CycA2 36.3 >10 >370
EPHA3 25.2 RSK3 35.5
FLT3 25.0 RSK4 33.9
FGFR4(N535K) 22.1 MER 33.7
CDC2/CycB1 17.2 TSSK3 33.6
HGK 14.9 CDK3/CycE1 29.2 >10 >370
EPHB4 14.7 CDK6/CycD3 28.3 >10 >370
EPHA5 12.7 CK1ε 28.0
MST3 11.7 CDC2/CycB1 27.8
MAP3K4_Cascade 11.6 PDHK4 24.2
COT_Cascade 11.2 RSK1 23.4
PDHK4 11.0 MARK4 22.7
LOK 9.6 MAPKAPK2 22.4
PAK5 9.3 CDK7/CycH/MAT1 21.3
CDK9/CycT1 8.4 CDK4/CycD3 18.1
CDK7/CycH/MAT1 8.3 PKD2 17.2
YES 7.9 PKACα 17.1
BRAF_Cascade 7.8 FLT4 16.8
DYRK3 7.7 CaMK1δ 16.7
RAF1_Cascade 7.5 AMPKα2/β1/γ1 16.7
EPHA6 7.4 MARK2 16.5
AurC 7.3 PKN1 16.2
BRAF(V600E)_Cascad 7.0 DYRK3 16.0
TNIK 6.8 HIPK4 15.9
MAP2K3_Cascade 6.7 AurA 15.4
EPHB2 6.5 SPHK2 15.2
PAK2 6.4 PLK4 14.3
TRKC 6.4 PHKG1 13.9
MLK1_Cascade 6.3 FLT3 13.8
AurA 6.1 PIM3 13.1
CK1α 6.0 PDHK2 12.7
MAP3K3_Cascade 5.6 p70S6Kβ 12.6
AMPKα2/β1/γ1 5.1 MSK2 12.6
TAK1-TAB1_Cascade 5.0 p70S6K 12.5
LCK 5.0 MAP3K4_Cascade 12.4
MLK3_Cascade 4.6 CaMK4 12.4
TRKB 4.5 TRKC 12.1
ABL 4.2 PKCθ 12.1
MAP2K6_Cascade 4.2 FGR 12.0
JAK3 4.1 TRKA 12.0
PLK2 4.0 ABL 11.4
IRR 4.0 CDK9/CycT1 11.3



 

   

Kinase
% Inhibition 
BRD0705 

10μM
IC50(μM)

Fold 
selectivity

Kinase
% Inhibition 
BRD3731 

10μM
IC50(μM)

Fold 
selectivity

EPHA4 4.0 AMPKα1/β1/γ1 11.2
PKD3 3.9 PIM1 11.0
TYRO3 3.8 TRKB 11.0
AXL 3.7 PKCδ 10.7
NPM1-ALK 3.7 PASK 10.7
PYK2 3.5 CK1δ 10.7
KIT(D816V) 3.5 COT_Cascade 10.5
NEK9 3.5 SGK2 10.4
TSSK3 3.5 EGFR 10.0
PKACα 3.4 EPHA6 9.6
EML4-ALK 3.4 RET(Y791F) 9.5
YES(T348I) 3.3 skMLCK 9.4
SRC 3.2 MARK1 9.3
IRAK1 3.1 PKACβ 9.3
MARK1 3.1 LCK 9.2
FYN 3.1 BRAF_Cascade 8.9
MAP2K1_Cascade 3.0 PKD1 8.9
EPHA8 2.9 PLK2 8.5
TRKA 2.9 ABL(E255K) 8.3
CHK1 2.9 SIK 8.2
BMX 2.7 PKCα 8.1
p38δ 2.4 BRSK1 7.9
MINK 2.4 DDR2 7.9
LYNb 2.2 JAK3 7.8
MLK2_Cascade 2.1 DDR1 7.6
HIPK4 2.1 MAP2K4_Cascade 7.6
BTK 2.1 LIMK1 7.5
MARK4 2.0 MST3 7.4
PKR 2.0 MSK1 7.4
MAP3K5_Cascade 1.9 KDR 7.1
MAP3K1_Cascade 1.8 TIE2 6.7
BRSK2 1.8 PDGFRα 6.7
PKN1 1.8 HCK 6.6
FER 1.7 PDGFRα(V561D) 6.6
ALK(F1174L) 1.7 PAK5 6.5
PEK 1.7 PKACγ 6.5
TBK1 1.7 HER4 6.5
Erk2 1.6 SRPK2 6.4
HER4 1.3 MST4 6.4
MAP2K2_Cascade 1.3 FER 6.4
PIM3 1.2 EPHB2 6.4
ALK 1.1 ARG 6.4
HCK 1.1 IRR 6.2
RSK4 1.1 MAPKAPK5 6.1
ARG 1.1 MAP2K5_Cascade 6.1
MAP3K2_Cascade 1.0 CLK2 6.1
CSK 0.9 PHKG2 6.0
FRK 0.9 MAPKAPK3 6.0
SGK2 0.8 HIPK1 5.8



 

   

Kinase
% Inhibition 
BRD0705 

10μM
IC50(μM)

Fold 
selectivity

Kinase
% Inhibition 
BRD3731 

10μM
IC50(μM)

Fold 
selectivity

ALK(R1275Q) 0.7 TTK 5.4
ABL(T315I) 0.7 PYK2 5.3
FES 0.6 Haspin 5.3
SYK 0.6 FMS 5.2
PIM2 0.5 PKCζ 5.0
PDGFRα(T674I) 0.5 PKCγ 5.0
RSK2 0.4 SRPK1 5.0
ALK(L1196M) 0.4 BLK 4.9
ITK 0.3 AurC 4.9
PDGFRβ 0.3 CaMK1α 4.7
EGFR 0.3 TYK2 4.6
TIE2 0.3 Erk5 4.5
PASK 0.2 CGK2 4.4
IKKα -0.2 MRCKα 4.3
KIT -0.3 DYRK2 4.1
ABL(E255K) -0.3 PKCβ1 4.1
CK1ε -0.4 CLK3 4.0
LYNa -0.4 MAP3K1_Cascade 4.0
FGFR4(V550L) -0.4 PLK3 4.0
MST4 -0.4 EEF2K 3.9
TEC -0.4 KIT(D816E) 3.9
JAK2 -0.5 MST1 3.9
HIPK2 -0.5 HER2 3.8
PKCα -0.5 PKCβ2 3.8
FGFR4(V550E) -0.5 TSSK2 3.8
DCAMKL2 -0.5 AXL 3.8
PDHK2 -0.5 AurA/TPX2 3.8
CDK6/CycD3 -0.5 JAK1 3.7
MUSK -0.6 EGFR(d746-750/T790M 3.7
MAP2K7_Cascade -0.6 CK1γ2 3.6
MAP4K2 -0.7 ALK(L1196M) 3.6
KIT(T670I) -0.8 LKB1 3.4
PDGFRα -0.8 Erk1 3.4
MET(Y1235D) -1.0 SPHK1 3.4
PKCζ -1.0 MAP2K6_Cascade 3.3
NEK7 -1.0 DYRK1A 3.3
MAPKAPK5 -1.0 HIPK3 3.2
MOS_Cascade -1.0 FLT1 3.2
KIT(V654A) -1.0 FRK 3.2
DLK_Cascade -1.1 HIPK2 3.2
JAK1 -1.3 EPHA2 3.2
EPHB3 -1.3 MAP2K1_Cascade 3.1
DDR2 -1.4 PDGFRβ 3.1
INSR -1.4 CLK1 3.1
BRK -1.4 PKR 3.1
CLK3 -1.5 PDGFRα(T674I) 3.1
MSSK1 -1.6 EPHA3 3.0
BRSK1 -1.6 JAK2 3.0
KIT(V560G) -1.7 MAP2K7_Cascade 3.0



 

   

Kinase
% Inhibition 
BRD0705 

10μM
IC50(μM)

Fold 
selectivity

Kinase
% Inhibition 
BRD3731 

10μM
IC50(μM)

Fold 
selectivity

NuaK2 -1.7 ALK 3.0
TXK -1.7 RET 3.0
EGFR(L861Q) -1.8 NEK9 2.9
SGK3 -1.8 LYNb 2.9
DDR1 -2.0 FGFR4(V550L) 2.9
ROCK1 -2.0 ITK 2.8
SRPK1 -2.0 MSSK1 2.8
NuaK1 -2.0 EGFR(L861Q) 2.7
p70S6Kβ -2.1 EPHB1 2.7
CK1γ3 -2.1 PKD3 2.6
PGK -2.1 EGFR(d746-750) 2.5
RET(Y791F) -2.2 PKCι 2.5
TYK2 -2.2 FGFR1 2.3
MAP2K5_Cascade -2.3 RON 2.3
EPHA1 -2.3 FAK 2.3
MET -2.4 TEC 2.3
SRPK2 -2.5 TAOK2 2.2
JNK2 -2.5 MINK 2.2
skMLCK -2.5 EPHA1 2.1
PHKG1 -2.5 WNK3 2.1
MSK2 -2.5 PDK1 2.0
IGF1R -2.5 DYRK1B 2.0
EPHA2 -2.6 CSK 1.9
FLT1 -2.6 ALK(R1275Q) 1.9
FGFR1 -2.7 EPHB4 1.9
p38β -2.7 PGK 1.9
FGFR3(K650M) -2.7 FGFR2 1.9
AurB -2.8 IKKα 1.8
FGFR3 -2.8 PKCε 1.8
PAK1 -2.9 MAP3K3_Cascade 1.8
RET(M918T) -2.9 TAK1-TAB1_Cascade 1.7
MAP2K4_Cascade -3.0 YES 1.6
CaMK1δ -3.0 WNK2 1.6
DYRK2 -3.0 CHK2 1.5
CLK2 -3.0 MST2 1.5
RET(S891A) -3.1 PEK 1.4
DYRK1A -3.1 KIT(V560G) 1.4
FGFR1(V561M) -3.2 TXK 1.3
MER -3.3 CK1γ1 1.2
MST2 -3.4 MET(Y1235D) 1.2
TSSK2 -3.4 IRAK1 1.2
JNK3 -3.4 SRC 1.0
PIM1 -3.4 DLK_Cascade 0.9
p38γ -3.4 Erk2 0.9
FGR -3.4 SRM 0.9
CK1γ1 -3.4 p38α 0.9
BLK -3.4 ROS 0.9
EGFR(d746-750/T790M -3.5 MET(M1250T) 0.8
PKACγ -3.6 ROCK1 0.8



 

   

Kinase
% Inhibition 
BRD0705 

10μM
IC50(μM)

Fold 
selectivity

Kinase
% Inhibition 
BRD3731 

10μM
IC50(μM)

Fold 
selectivity

CHK2 -3.6 FGFR3(K650M) 0.8
LTK -3.6 PIM2 0.8
PDGFRα(V561D) -3.7 FGFR3(K650E) 0.7
WNK3 -3.7 PBK 0.6
RON -3.8 PAK4 0.6
SPHK2 -3.8 MAP3K5_Cascade 0.4
MRCKα -3.8 FES 0.4
JNK1 -3.9 MLK2_Cascade 0.3
CK1δ -3.9 CaMK2β 0.3
FAK -3.9 FGFR1(V561M) 0.3
PKCη -4.0 BTK 0.3
EGFR(T790M/L858R) -4.0 ALK(F1174L) 0.2
IKKβ -4.0 IKKβ 0.2
EGFR(L858R) -4.0 IRAK4 0.1
TNK1 -4.0 EPHB3 0.1
AMPKα1/β1/γ1 -4.1 FGFR4(V550E) 0.1
WNK1 -4.2 MET(D1228H) 0.0
PKCι -4.3 NEK6 0.0
SGK -4.4 PAK2 0.0
CaMK2δ -4.4 NEK1 -0.1
IKKε -4.5 p38β -0.2
ACK -4.5 PRKX -0.2
PKCε -4.5 p38δ -0.2
NEK2 -4.5 LYNa -0.3
CaMK1α -4.7 CaMK2δ -0.3
CaMK2γ -4.7 KIT(T670I) -0.3
AKT2 -4.7 MAP2K2_Cascade -0.4
PRKX -4.7 SGK -0.4
SIK -4.8 TBK1 -0.5
NDR1 -4.8 ROCK2 -0.5
KDR -4.8 RET(S891A) -0.6
EGFR(T790M) -4.9 MRCKβ -0.7
WNK2 -5.0 CRIK -0.7
Haspin -5.1 PLK1 -0.7
NEK4 -5.1 FGFR3 -0.7
MNK1 -5.2 MAP3K2_Cascade -0.7
MARK3 -5.3 MET -0.8
AurA/TPX2 -5.3 TSSK1 -0.8
EPHA7 -5.3 MLK3_Cascade -0.8
SRM -5.5 NuaK1 -0.9
PKCδ -5.5 LOK -1.0
RET -5.6 WNK1 -1.0
MELK -5.6 AKT1 -1.1
RET(G691S) -5.6 TNIK -1.2
NEK6 -5.7 CaMK2γ -1.2
PKCβ2 -5.7 EGFR(L858R) -1.2
ROCK2 -5.8 DCAMKL2 -1.3
PHKG2 -5.8 ACK -1.3
TAOK2 -5.8 FYN -1.3



 

   

Kinase
% Inhibition 
BRD0705 

10μM
IC50(μM)

Fold 
selectivity

Kinase
% Inhibition 
BRD3731 

10μM
IC50(μM)

Fold 
selectivity

MNK2 -5.9 IKKε -1.4
CK2α1/β -6.0 IGF1R -1.5
DAPK1 -6.0 KIT -1.7
DYRK1B -6.1 KIT(D816V) -1.7
MARK2 -6.2 SLK -1.8
QIK -6.4 KIT(V654A) -1.9
EEF2K -6.4 EPHA8 -1.9
RSK1 -6.4 MARK3 -2.1
HIPK1 -6.5 CK1γ3 -2.1
PKCβ1 -6.5 NPM1-ALK -2.1
PDK1 -6.7 CK2α1/β -2.1
PKD1 -6.8 NEK2 -2.1
CK2α2/β -7.0 RET(M918T) -2.2
CLK1 -7.1 AurB -2.3
CaMK4 -7.1 YES(T348I) -2.3
CDC7/ASK -7.2 CK2α2/β -2.3
MST1 -7.3 RET(G691S) -2.3
CGK2 -7.3 MGC42105 -2.4
IRAK4 -7.4 ABL(T315I) -2.4
HIPK3 -7.6 JNK3 -2.6
PKACβ -7.7 p38γ -2.6
p70S6K -7.8 EPHA4 -2.7
FLT4 -7.9 INSR -2.8
Erk5 -7.9 NuaK2 -2.8
RSK3 -7.9 BRSK2 -2.9
PBK -8.0 LATS2 -3.0
PKCγ -8.0 EPHA7 -3.0
FMS -8.2 CDC7/ASK -3.1
AKT1 -8.3 NDR2 -3.2
MAPKAPK3 -8.3 NEK7 -3.2
AKT3 -8.3 DAPK1 -3.4
p38α -8.5 TYRO3 -3.5
TSSK1 -8.5 LTK -3.5
CaMK2α -8.6 NDR1 -3.7
CaMK2β -9.0 HGK -3.8
MRCKβ -9.1 BMX -3.8
CDK4/CycD3 -9.1 JNK2 -3.9
FGFR2 -9.2 EGFR(T790M) -4.0
NEK1 -9.6 EGFR(T790M/L858R) -4.0
Erk1 -9.8 MNK1 -4.1
NDR2 -9.9 QIK -4.1
MGC42105 -9.9 CaMK2α -4.3
EPHB1 -9.9 BMPR1A -4.4
PIK3CA/PIK3R1 -10.7 NEK4 -4.8
PAK6 -10.7 BRAF(V600E)_Cascad -5.2
SLK -10.7 SGK3 -5.2
HER2 -11.1 EPHA5 -5.5
CK1γ2 -11.8 BRK -5.6
LATS2 -11.9 MNK2 -5.6



 

  

   

Kinase
% Inhibition 
BRD0705 

10μM
IC50(μM)

Fold 
selectivity

Kinase
% Inhibition 
BRD3731 

10μM
IC50(μM)

Fold 
selectivity

EGFR(d746-750) -12.0 CK1α -5.6
PKCθ -12.0 PKCη -5.8
PLK1 -12.3 JNK1 -6.0
PLK3 -12.5 AKT3 -6.4
FGFR4 -13.4 RAF1_Cascade -6.6
CRIK -15.2 TNK1 -6.7
FGFR3(K650E) -15.5 EML4-ALK -7.2
SPHK1 -20.5 MAP4K2 -7.5
PKD2 -22.1 MUSK -7.9
MAPKAPK2 -22.4 FGFR4 -8.1
MSK1 -27.1 AKT2 -8.4

MAP2K3_Cascade -8.8
WEE1 -9.1
MLK1_Cascade -9.4
MOS_Cascade -9.5
SYK -11.0
CHK1 -16.4
PAK1 -18.6
PAK6 -46.8



Table S7. Lists of genes differentially expressed based on an absolute fold change 
of RPKM expression ≥ 1.5, a P‐value ≤ 0.05, and a FDR ≤ 0.05 between control and 
BRD0705‐treated U937 cells. 

















 

   



Table S8. Lists of genes differentially expressed based on an absolute fold 

change of RPKM expression ≥ 1.5, a P‐value ≤ 0.05, and a FDR ≤ 0.05 between 

control and BRD3731‐treated U937 cells.























  

   



Table S9. Lists of genes differentially expressed based on an absolute fold 

change of RPKM expression ≥ 1.5, a P‐value ≤ 0.05, and a FDR ≤ 0.05 between 

control and BRD0320‐treated U937 cells.



















































































 

   



Table  S10.  Top  enriched  gene  sets  from  the  functional  groups  predicted  in 
BRD0705  vs  DMSO  enrichment map.  Significance  of  the  enrichment  based  on 
Fisher exact test. 

 



Table S11. Cytogenetics, molecular and clinical characteristics of patient samples 
used in this study. 

n/a: data not available 

 

 

# ID Age Sex Diagnosis
Disease 
Status

FLT3 NPM1 Cytogenetics molecular characteristics

1 11 M AML new
FLT3-

ITD
n/a

46XY, add(6)(q21), 
add(9)(p24)

SETD2 D2438fs, DMD Y2111C

2 78 F AML new
FLT3-

ITD
W288fs

*>9
46 XX

ATM L439P, CEBPA Q305P, GATA1 V349M, TET2 
G1861R

3 71 F AML new WT WT
46, XX, del(7)(q22q34), -

18<add(21)(q22), 
+mar[18}

n/a

4 52 M
AML with 
erythroid 
dysplasia

new,       
prior MDS

WT WT complex karyotype TP53 L194R

5 64 M AML prior MDS WT WT 46 XY
BCOR T1566fs*, DNMT3A R882H, KIT D816V, KRAS 

G13C, KRAS G13D, NRAS G13D, PTPN11 A72V, 
STAG2 M255fs*




