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Wie der [NiFe,S,]-Cluster der CO-Dehydrogenase CO, und NCO™

aktiviert**

Jochen Fesseler, Jae-Hun Jeoung und Holger Dobbek*

Abstract:  Ni,Fe-haltige CO-Dehydrogenasen (CODHs)
nutzen einen [NiFe,S,]-Cluster, auch C-Cluster genannt, um
CO, mit hohen Umsatzzahlen reversibel zu CO zu reduzieren.
Die Bindung an Ni und Fe aktiviert CO,, jedoch sind aktuelle
Kristallstrukturen unzureichend aufgelost, um die Geometrie
des gebundenen CO, zu analysieren und den Grad seiner
Aktivierung zu enthiillen. Wir berichten hier iiber die Kris-
tallstruktur von CODH im Komplex mit CO, und dem zu CO,
isoelektronischen Inhibitor NCO™ bei atomarer Auflosung
(d,n <1.1A). NCO™ ist, wie CO,, ein u-1-Ligand des Clus-
ters und wirkt als Mechanismus-abhdngiger Inhibitor. Wih-
rend gebundenes CO, die Struktur einer Carboxylatgruppe
besitzt, wird NCO™~ zu einer Carbamoylgruppe umgesetzt.
Beide Molekiile durchlaufen damit eine formale Zweielektro-
nenreduktion nach der Bindung und werden durch starke -
Riickbindungen stabilisiert. Die Strukturen zeigen, dass der
Umsatz von CO, und die Inhibition durch NCO~ auf der
Kombination einer stabilen u,-n’-Koordination zwischen Ni
und Fe2 mit einer reduktiven Aktivierung beruhen.

Die effiziente Reduktion von Kohlendioxid (CO,) zu Pro-
dukten mit hoher Wertschopfung ist von groBer 6konomi-
scher und o6kologischer Bedeutung.!! Der entscheidende
Schritt in diesen Mehrelektronen- und Mehrprotonenpro-
zessen ist die anfdngliche Aktivierung von CO, und seine
nachfolgende Spaltung in CO und Wasser (CO,+2e” +
2H"—CO +H,0).”) Aufgrund der thermodynamischen und
kinetischen Stabilitdt von CO, wird heterogene Katalyse auf
Elektrodenoberflichen oder homogene Katalyse durch
Ubergangsmetallkomplexe fiir die Umsetzung bei Raum-
temperatur und Normaldruck benétigt.®”! Trotz ihres Poten-
zials sind kommerziell erhéltliche Katalysatoren typischer-
weise instabil, besitzen geringe Umsatzraten und miissen bei
hohen Uberpotentialen betrieben werden. Mehrere anaerobe
Bakterien und Archaeen verwenden NiFe-haltige CO-De-

[*] J. Fesseler, Dr. J.-H. Jeoung, Prof. Dr. H. Dobbek

Institut fiir Biologie, Strukturbiologie/Biochemie

Humboldt-Universitit zu Berlin

Unter den Linden 6, 10099 Berlin (Deutschland)

E-Mail: holger.dobbek@hu-berlin.de

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG) fiir die

Unterstitzung durch die Projektmittel DO-785/6-1, dem Exzel-

lenzcluster ,,Unifying Concepts in Catalysis—UniCat“ (EXC 314)

(H.D.), Dr. Tobias Werther fiir die Hilfe bei der geometrischen

Analyse, Rainer Dietrich und Silke Steinborn fiir ihre exzellente

technische Mitarbeit sowie dem Joint Berlin MX-Laboratory am

Helmholtz-Zentrum Berlin fiir den Zugang zu den Beamlines des

BESSY-II-Speicherrings.

M) Hintergrundinformationen zu diesem Beitrag sind im WWW unter
http://dx.doi.org/10.1002/ange.201501778 zu finden.

[7‘: £

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

hydrogenasen (CODHs) als Katalysatoren fiir die schnelle
und effiziente CO,/CO-Konvertierung.** CODHs kataly-
sieren die CO,-Reduktion mit Reaktionsgeschwindigkeiten
von 125" und die CO-Oxidation mit bis zu 40000 s~ Thr
aktives Zentrum enthilt einen [NiFe,S,~-OH,]-Cluster (C-
Cluster),[*®! der zwischen mindestens zwei katalytisch rele-
vanten Oxidationszustdnden wechselt: C,.g, ist verantwortlich
fiir die CO,-Reduktion und C, 4, fiir die CO-Oxidation. Beide
Zustdnde unterscheiden sich um zwei Elektronen und besit-
zen ein operatives Mittelpunktspotential von —530 mV, das
mit den Werten fiir das CO,/CO-Paar iibereinstimmt (E* =
—558 mV).[" Kristallographische Studien wiesen einen CO,-
gebundenen Zustand nach, der unter Umsatzbedingungen
hergestellt und durch Kryo-Konservierung stabilisiert wurde.
Die Struktur zeigte einen verbriickenden CO,-Liganden, der
zwischen Ni und Fe in einer u,-n>-Geometrie bindet, als
Schliisselintermediat in der Katalyse.l) Dennoch verhinderte
die begrenzte Aufldsung von 1.5 A eine detaillierte Analyse
von Bindungsldngen und Winkeln des gebundenen CO,, da
dessen Geometrie fiir die Verfeinerung teilweise vorgegeben
werden musste und damit keine Informationen iiber Bin-
dungsordnung, Aktivierungsgrad und geometrische Span-
nung des Liganden preisgab.

In dieser Studie soll die Bindung des CO, und dessen
Aktivierung am C-Cluster detailliert analysiert werden. Da
CO, unter den gewihlten Bedingungen umgesetzt wird und
deshalb unterschiedliche, sich tiberlagernde Zusténde in der
Struktur enthalten sein konnten, haben wir auch die Bindung
des Inhibitors NCO™ als Referenzpunkt fiir unsere Analysen
untersucht. Cyanat (NCO") ist isoelektronisch und isostruk-
turell zu CO, und inhibiert selektiv die CO,-Reduktion im
C,ep-Zustand, wahrend die CO-Oxidation von Cyanat nahezu
unbeeinflusst bleibt.!! Wir haben die Strukturen der CODH
11 aus Carboxydothermus hydrogenoformans (CODH-11,)
unter reduzierenden Bedingungen (E® =—600 mV) bei ato-
marer Auflosung in Gegenwart von HCO;7/CO, (dni,=
1.03 A) und NCO™ (d,, =1.09 A) bestimmt. Die Auflésung
erlaubte eine Verfeinerung der Strukturen ohne stereoche-
mische Einschrankungen. Dabei wurden individuelle Atom-
positionen zusammen mit den Standardabweichungen fiir
Bindungsldngen und Winkel erhalten. Der CO,-gebundene
Zustand erscheint anhand der Verfeinerungsstatistiken (siche
Hintergrundinformationen, Tabelle S1) mit einem Ni:CO,-
Verhiltnis von 1 als vollstindig besetzt. Die Elektronen-
dichtekarten zeigen klar einen dreiatomigen Liganden, der an
Ni und Fe2 (auch bekannt als ferrous-component II, FCII)
bindet und gut mit gewinkeltem CO, iibereinstimmt (Abbil-
dung 1a). Im Beisein von NCO~ wurde ein verbriickender
Ligand zwischen Ni und Fe2 mit einer zum CO, dhnlichen p,-
n*-Koordination beobachtet. Der Ligand wurde als NCO~
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Abbildung 1. Strukturen von CO, und NCO™ gebunden an den C-Clus-
ter bei atomarer Auflésung. a) C-Cluster mit CO, (d,,: 1.03 A). b) C-
Cluster mit NCO™ (d,,,,: 1.09 A). 2 F,—F_Karten (blaues Gitter, Kontur-

level: 1.750 und lila Oberfliche konturiert bei 2.50) sind zusammen
mit dem verfeinerten Modell gezeigt. Die Abbildung auf der rechten
Seite zeigt ein Kugel-Stab-Modell des C-Clusters und die zweite Koor-
dinationssphire. Die Atome sind graublau fiir Kohlenstoff, blau fiir
Stickstoff, rot fiir Sauerstoff, gelb fiir Schwefel, orange fiir Eisen und
turkis fur Ni gezeigt.

modelliert und verfeinerte zu einem Ni:NCO™-Verhéltnis von
1, was auf eine vollstindige Akkumulation des Zustands im
Kristall hinweist (Abbildung 1b).

Die atomare Auflosung erlaubte uns eine Zuschreibung
individueller Atompositionen und Unterschiede in der
Elektronenzahl, z.B. sind die Elektronendichten der Sauer-
stoffatome deutlich stirker ausgeprégt als die der zentralen
Kohlenstoffatome des Liganden (Abbildung 1a). Das clus-
tergebundene CO, zeigt einen Besetzungsgrad von 57 %,
welcher identisch zur verfeinerten Besetzung des Ni (57 %)
ist. Wechselwirkungen des CO, mit der Proteinmatrix griin-
den hauptsidchlich auf Wasserstoffbriicken mit His93 und
Lys563, deren Abstand 2.72 und 2.70 A betrigt.

Die Aktivierung von kleinen Molekiilen, wie CO, oder
NCO™, wird durch eine Verringerung der Bindungsenergie
und -ordnung erreicht und fiihrt zu verlangerten Bindungen
sowie zur Abweichung von einer linearen Geometrie. Um
eine Geometrie fiir beide Liganden ohne Vorgaben, zusam-
men mit den Standardabweichungen ihrer Bindungsldngen
und Winkel, zu erhalten, haben wir eine Inversion der ge-
samten Least-Squares-Korrelationsmatrix ohne die Verwen-
dung geometrischer Einschrdnkungen nach vollstindiger
Verfeinerung mit SHELXL-2014 genutzt.”! Die Ergebnisse
der Analyse sind in Abbildung 2 fiir den CO,-gebundenen
und in Abbildung 3 fiir den NCO -gebundenen C-Cluster
zusammengefasst.

Das C-Cluster-gebundene CO, unterscheidet sich deutlich
vom freien CO,, welches linear ist und Bindungslédngen von
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Abbildung 2. Geometrische Analyse von C-Cluster-gebundenem CO,.
a) Individuelle Bindungslingen und -winkel mit ihren Standardabwei-
chungen, die durch Inversion der Least-Squares-Matrix ermittelt
wurden. b) Ebenenabweichungsanalyse. Die Ni-C-Achse zeigt auf den
Leser. Die S4-Ni-S1- und Ni-C-O1-Ebenen sind schwarz dargestellt.
Das C-Cluster-gebundene CO, ist als Kugel-Stab-Modell dargestellt. Ni,
C, N, O und Fe sind als Sphiren hervorgehoben und elementspezi-
fisch gefirbt.

1.16 A besitzt."”) Die C-O1- und C-O2-Bindungen sind ver-
lingert und mit Lingen von 1.30 und 1.32 A fast identisch
(Abbildung 2), was unerwartet war, da 1) CO, in p,-n*-Kom-
plexen typischerweise eine kiirzere und eine lingere C-O-
Bindung besitzt, wobei die langere Bindung zum verbriickten
Metall besteht;!'"! und 2) eine Vorauswahl der zu spaltenden
C-O-Bindung durch Verldngerung der Bindung erwartet
wurde.

Der wesentliche Vorteil von atomar aufgelosten Struktu-
ren wurde beim Vergleich der neuen Struktur mit der CO,-
gebundenen Struktur offenbart, die mit einer Auflésung von
1.5 A bestimmt wurde.”) Beide Strukturen weichen signifi-
kant in der Position des Kohlenstoffatoms des gebundenen
CO, ab (siche Abbildung S1). Die resultierende Ni-C-Bin-
dung ist deutlich kiirzer als zuvor bestimmt und befindet sich
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mit 1.81 A unter den kiirzesten Ni-C-Bindungen, die in der
Literatur gefunden werden.

Die Anderung in der Position des Kohlenstoffatoms des
CO, ist auch fiir eine Vergroferung des O-C-O-Winkels
verantwortlich. Die Aktivierung von CO, durch elektronische
Anregung, Bildung eines Radikalanions (CO,") oder Ad-
duktbildung mit einer elektronenreichen Spezies fiihrt zu
einer Besetzung des niedrigsten unbesetzten Molekiilorbitals
(LUMO) und resultiert in einer Abweichung von der linearen
Geometrie."” Eine gewinkelte Geometrie mit einem O-C-O-
Winkel von nahezu 133° wurde hiufig beobachtet und zeigt
einen Wert, bei dem die Elektronen-Abstoung und die
Molekiilenergie minimiert sind.™”! Die zuvor berichtete
Struktur der Ni,Fe-CODH mit gebundenem CO, bei einer
Auflésung von 1.5 A stimmte damit iiberein und zeigte einen
0O-C-O-Winkel von nahezu 130°, was der Struktur eines Ra-
dikalanion CO,~ entspricht.”! Der O-C-O-Winkel ist um 15°
kleiner als zuvor beschrieben und weist auf ein hoheres Maf
an reduktiver Aktivierung des CO, hin. Der beobachtete
Winkel von 117° in der atomar aufgelosten Struktur dhnelt
dem Wert, der fiir Formiat (123°) gefunden wurde und ist
ebenso vergleichbar zur Geometrie, die fiir n'-koordinierte
Carboxylate an einkernigen Ni-Zentren (119.6°) oder p,-n*
koordinierten bimetallischen Komplexen mit Re,Re- (119.0°)
oder Re,Sn-Zentren (117.0°) identifiziert wurde."

Um weitere Einsichten in die Natur der Liganden zu er-
halten, wurden DFT-Rechnungen (Jaguar 8.6, B3LYP,
LACV3P**) fir Ligandenstrukturen des aktiven Zentrums
durchgefiihrt. Wir haben zunichst die Abhéngigkeit der C-N/
O-Bindungsldngen und der N/O-C-O-Winkel von der Ladung
der Fragmente untersucht. Die kristallographisch bestimmten
Bindungslingen und Winkel stimmen am besten mit CO,*
und H,NCO™ iiberein, deren grofite Abweichungen zwischen
beobachteten und berechneten Bindungslingen bei 0.05 A
und Winkeln von 3° lagen. Die Natural-Bond-Orbital-Ana-
lyse zeigte, dass die zwei zusitzlichen Elektronen des CO,*
die Ladung am Kohlenstoffatom um nahezu ein Elektron und
die Ladung an jedem Sauerstoff um ca. 0.5 Elektronen er-
hohen. Die natiirliche Lewis-Struktur ist stark delokalisiert,
und die p-MO-zentrierten freien Elektronenpaare der Sau-
erstoffatome wirken als Donoren zu den n¥-MOs der anderen
C-O-Bindung. Im Gegensatz zu CO,, dessen freie Elektro-
nenpaare nur an den Sauerstoffatomen gefunden werden,
besteht im CO,’>~ ein Kohlenstoffatom-zentriertes freies
Elektronenpaar mit sp”’*-Charakter. Die kurze Ni-C-Bin-
dung weist auf erhebliche n-Riickbindung im Ni-CO,-Kom-
plex hin, wobei CO,*™ als o0-Donor (formales freies Elektro-
nenpaar am C des Fragments) und m-Akzeptor (m*-MO
zentriert am C) mit dem 3d,,-Orbital am Ni als mogliches -
Donor-MO wirkt. Die m-Riickbindung von Elektronen ist
vergleichbar zu einem Metall-zu-Ligand-Ladungstransfer
und erhoht den Fluss von Elektronen vom Metall zum
Ligand.

Das Ni-Ion des C-Clusters ist der Mittelpunkt zweier
Ebenen: Einer horizontalen Ebene, die durch S4-Ni-S1 ver-
lduft, und einer vertikalen Ebene, die sich nahezu senkrecht
(92.2°) zu dieser befindet (Abbildung 2b). Mit den gebun-
denen Substraten am C-Cluster wird die vertikale Ebene
durch Ni-C-O1 definiert. Das Kohlenstoffatom ist nur 0.09 A
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unterhalb der S4-Ni-S1-Ebene, und der C-Cluster erreicht
trotz der strengen rdumlichen Beschrinkungen eine fast
ideale quadratisch-planare Umgebung am Ni. Eine gering-
fiigige Abweichung des O2 aus der Ni-C-O1-Ebene tritt beim
gebundenen CO, auf (Abbildung2b). Die resultierende
Distanz von 0.119 A und eine Winkelabweichung von 5.9° fiir
02 aus der Ebene weisen auf einen geringen Verlust an Pla-
naritdt im CO,-Molekiil hin. Diese Abweichung verschiebt
das O2 des CO, in Richtung der Aminogruppe des Lys563,
das eine wichtige Rolle fiir die Katalyse spielt.'”! Trotzdem ist
es unwahrscheinlich, dass diese geringfiigige Abweichung si-
gnifikant zur katalytischen CO,-Reduktion beitrigt.

Insgesamt weist die Geometrie des gebundenen CO,
darauf hin, dass nach dem bifunktionellen Angriff eines nu-
kleophilen Ni und eines elektrophilen Fe ein Fluss von
Elektronen vom Cluster auf CO, stattfand. Dies fithrt zu
einem Liganden, der einem Zweielektronen-reduzierten
Carboxylat dhnlicher ist, als dem Substrat CO,. Um zu un-
tersuchen, ob der reduktive bifunktionelle Angriff auch fiir
die Oxidationszustands-spezifische Inhibition der CODH
durch NCO™ verantwortlich ist, und um die Bindung von CO,
und NCO™ zu vergleichen, haben wir die CODH-NCO™-
Struktur bei atomarer Auflosung bestimmt. Der NCO ™ -ge-
bundene Zustand &dhnelt auffallend dem CO,-gebundenen
Zustand mit fast identischen Winkeln und Bindungsldngen,
inklusive einer kurzen Ni-C-Bindung (Abbildung 3).

NCO" ist ein ambidenter Ligand und O-gebundene sowie
N-gebundene Komplexe werden gefunden.'! NCO~ er-
scheint als linearer Ligand in monometallischen und in den
seltenen bimetallischen Komplexen, in denen es zwei Metalle
verbriickt.'” Die gewinkelte Geometrie des NCO™, die in
dieser Studie gefunden wurde, ist atypisch und unterstreicht
die einzigartige Reaktivitit des C-Clusters.

Bindungsldngen und -winkel des NCO™-Teils stimmen gut
mit den berechneten Werten fiir ein Carbamoyl-Fragment
iiberein, von dem lediglich die C-NH,-Bindungslidnge ge-
ringfiigig abweicht (ro_y=1.44 A im Modell, 1.39 A in dieser
Untersuchung). Die N-, C- und O-Atome der Liganden sind
in einer Ebene mit Ni und Fe2 angeordnet (Abbildung 3b),
und die Ni-C-N-Ebene steht, wie im Fall des gebundenen
CO,, senkrecht auf der S4-Ni-S1-Ebene (Winkel zwischen
beiden Ebenen 88.8°). Die Ni-C-O-Ebene ist im Vergleich
zum gebundenen CO, um 1.8° geneigt (siche Abbildung S2).

Die vorgeschlagene Zweielektronenreduktion des ge-
bundenen NCO™ zu einer Carbamoylgruppe wird durch eine
konformationelle Umlagerung im aktiven Zentrum bestétigt.
Die Bindung des NCO™ an den C-Cluster dndert die Kon-
formation des His93, welches im Vergleich zu seiner vorhe-
rigen Position in freier und CO,-gebundener CODH um
1.36 A verschoben wird. Dies fiihrt zu einer Abstandsver-
groBerung des N von NCO ™ und Ne-His93 auf 3.63 A.In einer
zweiten Konformation mit einem geringeren Besetzungsgrad
(35 %) befindet sich His93 in der gleichen Position wie in der
CO,-gebundenen und freien CODH, wobei diese Konfor-
mation dem Anteil an apo-Zentren im Kristall entspricht. Die
Triebkraft fiir die konformationelle Umlagerung des His93 ist
wahrscheinlich der grofere Raumbedarf, der fiir die zwei
Wasserstoffatome an der Carbamoylgruppe bendtigt wird,
und der begleitende Wechsel von einer Wasserstoffbriicken-
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Abbildung 3. Geometrische Analyse des C-Cluster-gebundenen NCO™.
a) Individuelle Bindungslingen und -winkel mit ihren Standardabwei-
chungen, die durch Inversion der Least-Squares-Matrix bestimmt
wurden. b) Ebenenabweichungsanalyse. Die Ni-C-Achse zeigt auf den
Leser. Die S4-Ni-S1-Ebene und die Ni-C-N-Ebene sind schwarz darge-
stellt. Das C-Cluster-gebundene NCO™ ist als Kugel-Stab-Modell ge-
zeigt. Ni, C, N, O und Fe sind als Sphiren hervorgehoben und ele-
mentspezifisch gefarbt.

akzeptor- zu einer Wasserstoffbriickendonor-Funktion an
dieser Stelle. Dadurch unterstiitzt die Protonierung, die an die
Reduktion des NCO™ gekoppelt ist, die Gegenwart eines
Carbamoyl-Liganden. Die Inhibition durch NCO™, wie die
Aktivierung des CO,, scheint deshalb auf einer 2e -Reduk-
tion zu beruhen. Eine weitere Reaktion des gebunden Car-
bamoyl-Liganden wird wahrscheinlich durch die hohe Akti-
vierungsbarriere von 73-78 kcalmol ' verhindert.!'s!

Die atomar aufgelosten Strukturen zeigen mehrere Vor-
teile: 1) Sie erlauben eine detaillierte Analyse der Geometrie
der gebundenen Substrate/Inhibitoren; 2) sie eréffnen De-
tails der Metallkoordination, inklusive der Metall-Substrat-
Interaktion. Die atomare Auflosung ist vor allem fiir das
Verstidndnis von CODHs hilfreich, die notorisch heterogen
mit unvollstdndig besetzten Clusteratomen im aktiven Zen-
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trum sind, wodurch die Analyse von Liganden geringen
Molekulargewichts herausfordernd wird.

Die Bindungsldangen und gewinkelten Geometrien, die in
den CO,- und NCO -gebundenen Zustdnden gefunden
wurden, zeigen, dass dieselben Faktoren in CODH fiir die
Aktivierung von CO, und die Mechanismus-abhéngige Inhi-
bition durch NCO~ verantwortlich sind: Eine stabile p,-n*
Koordination zwischen Ni und Fe2 (Abbildung 4), zusammen

© 2015 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Abbildung 4. Uberlagerung von CO, (elementspezifische Farben) und
C-Cluster-gebundenes NCO™ (marineblau). Koordinierende Cysteinres-
te von Fel, Fe3 und Fe4 sind nicht dargestellt.

mit einer reduktiven Aktivierung durch formal zwei Elek-
tronen. Die Beobachtung des Zweielektronen-reduzierten,
Cluster-gebundenen CO, zeigt, dass die C-O-Bindungsspal-
tung der geschwindigkeitsbestimmende Schritt im Kristall ist.
Dieser Schritt beinhaltet wahrscheinlich die Protonierung des
Fe-gebundene Sauerstoffatoms, das aufgrund der kurzen C-
O-Bindung in der vorgestellten Struktur nicht protoniert ist.

Die Strukturen bestdtigen die ungewohnlichen Eigen-
schaften des Ni-Ions. Wihrend die beobachtete, nahezu per-
fekte quadratisch-planare Koordination unsere vorherigen
Erkenntnisse unterstiitzt und erweitert (siche Abbil-
dung S3)," weist die atypische Bindung des NCO~ zusam-
men mit der sehr kurzen Ni-C-Bindung auf eine ungewohn-
liche elektronische Struktur des Ni hin, die wahrscheinlich
von dessen Integration in ein Fe/S-Grundgeriist stammt.

Die Ligandengeometrie und die Eigenschaften des Ni-
Ions zeigen, dass die ,bifunktionelle Katalyse® durch ein
elektrophiles Fe und ein benachbartes nukleophiles Ni
wichtig ist, aber nicht ausreicht, um die Reaktivitdt von
CODHs hinreichend zu erkliren.”? Die vorgestellten Er-
gebnisse heben die Bedeutung des stark nukleophilen Ni im
C..ar-Zustand hervor, dessen elektronische Struktur fiir die
reduktive Aktivierung von CO, optimiert ist und das Zwei-
elektronen-reduzierte Intermediat durch mn-Riickbindung
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stabilisiert. Die zukiinftige Herausforderung liegt in der
Nachahmung dieser FEigenschaften in synthetischen Ni-
Komplexen und der Nutzung dieser katalytischen Fahigkei-
ten fiir eine effiziente, grof3technische CO,-Umsetzung.

Stichworter: Biokatalyse - CO-Dehydrogenase - Cyanat -
Kohlendioxid - Reduktive Aktivierung

Zitierweise: Angew. Chem. Int. Ed. 2015, 54, 8560—8564
Angew. Chem. 2015, 127, 8680—8684
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