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Coronavirus-Replikation: Mechanismus
und Inhibition durch Remdesivir
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Coronaviruses use an RNA-dependent RNA polymerase to replicate and
transcribe their RNA genome. The structure of the SARS-CoV-2 poly-
merase was determined by cryo-electron microscopy within a short
time in spring 2020. The structure explains how the viral enzyme syn-
thesizes RNA and how it replicates the exceptionally large genome in a
processive manner. The most recent structure-function studies further
reveal the mechanism of polymerase inhibition by remdesivir, an
approved drug for the treatment of COVID-19.
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B Wenn ein Coronavirus in eine Wirtszelle
eindringt, wird das virale RNA-Genom in
drei verschiedenen Prozessen verwendet [1].
Zunachst wird das Genom von der zelluldren
Translationsmaschinerie genutzt, um ein
Polypeptid zu erzeugen. Dieses Polypeptid
wird dann in verschiedene Proteine gespal-
ten, die die virale Replikationsmaschinerie
bilden. Danach wird das Genom repliziert,
wozu zunachst eine komplementare Nega-
tivstrang-RNA synthetisiert wird, mit deren
Hilfe dann ein weiteres Positivstrang-Genom
gebildet wird. SchlieBlich wird das virale

RNA-Genom auch zur Herstellung komple-
mentarer, sub-genomischer RNAs verwen-
det. Diese kiirzeren RNAs werden als Matri-
zen flir die Transkription genutzt, wodurch
wiederum virale RNAs erzeugt werden, die
der Proteinsynthese dienen. Diese drei
Prozesse liegen der Produktion neuer Viren
und somit der Eskalation der Infektion
zugrunde.

Die Replikation des Coronavirus-Genoms
wird von 16 viralen Proteinen bewerkstelligt,
die als ,nicht-strukturelle Proteine“ (nsp1-
nsp16) bezeichnet werden [2]. Diese Proteine

umfassen u. a. die Protease nsp5, die zur
Spaltung des anfanglichen langen Polypep-
tids benotigt wird und ein wichtiges Angriffs-
ziel fiir antivirale Wirkstoffe darstellt. Die
Proteine nsp7, nsp8 und nsp12 bilden die
RNA-abhdngige RNA-Polymerase (RNA-
dependent RNA polymerase, RdRp). Diese
Polymerase bewerkstelligt die Replikation
und Transkription und ist das Wirkstoffziel
des antiviralen Medikaments Remdesivir.
Andere nicht-strukturelle Proteine sind fiir
die RNA-Modifikation und die Fehlerkorrek-
tur wahrend der RNA-Synthese verantwort-
lich.

Struktur der Coronavirus-Polymerase

Zu Beginn des Jahres 2020 wurde schnell
klar, wie wichtig es ist, die Struktur und
Funktion der Polymerase des neuen Corona-
virus aufzukldren. Dies lag nicht nur deshalb
auf der Hand, weil diese Polymerase von so
zentraler Bedeutung fiir den Lebenszyklus
des Coronavirus ist. Man wusste auch, dass
Polymerasen anderer Viren bereits erfolg-
reich als Zielmolekdile fiir antivirale Medika-
mente genutzt werden. So wird die Poly-
merase des Herpes-Virus durch das Medika-
ment Acyclovir gehemmt, und auch fiir die
Polymerasen des AIDS-verursachenden HI-
Virus und des Hepatitis-C-Virus gibt es the-
rapeutisch eingesetzte Inhibitoren. All diese
Wirkstoffe haben Ahnlichkeiten zu natiirli-
chen RNA-Bausteinen, sodass sie von den
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A Abb. 1: Struktur und Mechanismus der Coronavirus-Polymerase. A, Kryo-elektronenmikrosko-
pische Struktur der RNA-abhangigen RNA-Polymerase des Coronavirus SARS-CoV-2 [6]. B, Mecha-
nismus der RNA-abhangigen RNA-Synthese im aktiven Zentrum der Polymerase. Der RNA-Templat-
Strang ist blau, das RNA-Produkt rot und das eintretende Nukleosid-Triphosphat (hier ein model-
liertes CTP) orange dargestellt. Das Metallion A im aktiven Zentrum ist als magenta-farbene Kugel
dargestellt. Fir die Katalyse wichtige Seitenketten sind in Stabform dargestellt.

viralen Polymerasen in die wachsende RNA-
Kette eingebaut werden, was in der Folge zu
einer Storung der RNA-Synthese fiihrt. Da

unser Labor tiber Erfahrung in der biochemi-
schen und strukturellen Analyse von Poly-
merasen verfiigt [3-5], lag es nahe, umge-

hend die Struktur der Polymerase von SARS-
CoV-2 aufzukléren.

So beschlossen wir im Marz 2020, dieses
wichtige Projekt so schnell wie moglich
umzusetzen. Bald kehrten fiinf erfahrene
Postdoktoranden aus dem Home-Office unter
Hygieneauflagen ins Labor zuriick. In weni-
gen Wochen konnte unsere ,Task Force die
Struktur der SARS-CoV-2 RdRp im Komplex
mit RNA durch Kryo-Elektronenmikroskopie
losen (Abb. 1, [6]). Zwar gab es einige
Hiirden zu tiberwinden. Doch die komple-
mentdre Expertise der Teammitglieder
brachte schnell den Erfolg. Wir konnten die
RdRp nach heterologer Expression der Unter-
einheiten rekonstituieren und ihre Aktivitat
nachweisen. Eine Schwierigkeit ergab sich
dann aber daraus, dass die Polymerase-Par-
tikel im Mikroskop eine @hnliche Orientie-
rung einnahmen, was eine vollstindige
Rekonstruktion in 3D zunéchst verhinderte.
Das bekamen wir allerdings durch Kippen
der Probe und mit aufwendiger Datenprozes-
sierung in den Griff. So konnten wir die
Struktur bei einer nominalen Auflésung von
2,9 A bestimmen. Das aktive Zentrum des
Enzyms lieB sich bei einer noch hoheren
lokalen Auflésung von unter 2,5 A abbilden,
was chemische Details offenbarte.

Mechanismus der viralen Replikation
und serendipity

Die detaillierte Struktur der RdRp in aktiver
Form umfasst die viralen Proteine nsp12,
nsp8 und nsp7 und iiber zwei Windungen
einer RNA-Doppelhelix, die aus Templat- und
Produktstrang besteht (Abb. 1, [6]). Die
Untereinheit nsp12 bildet eine Spalte, die die
erste Windung der RNA-Duplex bindet und
aus der die neu synthetisierte RNA austritt.
Am Boden der Spalte befindet sich das aktive
Zentrum der Polymerase, das aus konservier-
ten Aminosdureresten besteht, die die RNA-
Synthese katalysieren. All dies war nicht
sehr verwunderlich im Vergleich zu bereits
bekannten Coronavirus-Polymerasen. Span-
nend wurde die Strukturanalyse jedoch
durch eine vollig unerwartete Beobachtung.

Im Gegensatz zu nsp12 und nsp7 liegt die
Untereinheit nsp8 in zwei Kopien vor, die
sich am Ausgang der nsp12-Spalte gegen-
iiberliegen. Dort bilden die nsp8-Unterein-
heiten lange helikale Proteinbereiche aus,
die wie Schienen entlang der RNA fithren. An
den Innenseiten dieser Schienen befinden
sich positiv geladene Proteinbereiche, an
denen die negativ geladene RNA wiahrend
der Synthese entlanggleitet. Aus publizierten
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Arbeiten [7] schlossen wir, dass diese lan-
gen nsp8-Schienen fiir die hohe Prozessivi-
tat der Polymerase verantwortlich sind. Als
Prozessivitit bezeichnet man die Eigen-
schaft der Polymerase, mit der RNA-Matri-
ze assoziiert zu bleiben bis die Synthese
erfolgreich abgeschlossen ist. Die hohe
Prozessivitit der Polymerase ist vermutlich
fiir die Replikation des Coronavirus-
Genoms unerldsslich, das mit rund 30.000
Nukleotiden das langste bekannte RNA-
Genom darstellt [8].

Zeitgleich mit unserer Publikation verof-
fentlichten auch Forscherteams aus China
RdRp-Strukturen des neuen Coronavirus
[9-11]. Eine dieser Strukturen zeigte das
freie Kern-Enzym [9], welches dem Kern-
teil unserer Struktur entspricht. Zwei wei-
tere Strukturen [10, 11] enthielten RNA
und dhnelten ebenfalls unseren Ergebnis-
sen. In den Strukturen fehlten jedoch
zumindest teilweise die von uns visuali-
sierten nsp8-Schienen entlang der austre-
tenden RNA. Der Grund, warum wir diese
kritischen Elemente der Polymerase zum
ersten Mal sahen, ist vermutlich, dass
unsere Struktur eine lange RNA-Duplex
enthielt, wihrend in den anderen Struktu-
ren entweder die RNA fehlte oder nur rela-
tiv kurze RNAs vorhanden waren. Auch
wir hatten zunéchst eine zu kurze RNA
eingesetzt. Doch in der Eile hatten wir eine
Sequenz verwendet, die sich spontan zu
langeren RNA-Duplexen zusammenlagern
konnte, die dann in der Struktur sichtbar
wurden. Dieser gliickliche Zufall - serendi-
pity — unterstreicht, wie sinnvoll es ist,
dass sich mehrere unabhingige Arbeits-
gruppen mit der Untersuchung der Coro-
navirus-Mechanismen und der Entwick-
lung von Wirkstoffen befassen.

Inhibition durch Remdesivir

Diese ersten Ergebnisse ermoglichten es,
die Mechanismen von Virostatika zu unter-
suchen. Zuerst wollten wir den Mechanis-
mus der Wirkung von Remdesivir aufkla-
ren. Remdesivir ist das erste Medikament,
das in den USA und in der EU zur Notfall-
behandlung von COVID-19-Patienten zuge-
lassen wurde [12-14]. Die aktive Form von
Remdesivir wirkt als Nukleosid-Analogon
und hemmt die RdRp von Coronaviren ein-
schlieBlich des neuen Virus SARS-CoV-2
[15]. Remdesivir ist ein Vorlaufermolekiil
(prodrug), das in der Zelle zur aktiven Tri-
phosphat-Spezies verstoffwechselt wird.
Diese Verbindung wird dann anstelle von
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ATP fiir die RNA-Synthese durch die RdRp
verwendet. So wird Remdesivir-Monophos-
phat in das wachsende RNA-Produkt einge-
baut. Dies fiihrt allerdings nicht zum Ket-
tenabbruch, wie das bei vielen gangigen
Nukleosid-Analoga der Fall ist. Vielmehr
werden noch drei weitere Nukleotid-Bau-
steine in die wachsende RNA-Kette inkor-
poriert, bevor die RNA-Synthese zum Still-
stand kommt [15].

Um den molekularen Mechanismus der
Remdesivir-induzierten Inhibierung der
Coronavirus-Polymerase aufzukldren,
mussten wir synthetische RNA-Chemie mit
Biochemie und Kryo-Elektronenmikrosko-
pie kombinieren (Abb. 2, [16]). Wir besté-
tigten zundchst, dass die wachsende RNA-
Kette Remdesivir und dann drei weitere
Nukleotide einbauen kann. Allerdings ent-
steht dann eine Barriere fiir die weitere
RNA-Translokation, die die Inkorporation
eines vierten Nukleotids beeintrdachtigt.
Diese Barriere entsteht dadurch, dass eine
zusdtzliche chemische Gruppe, die sich an
der Ribose der Remdesivir-Einheit befindet,
bei der Translokation mit einer Serin-Sei-
tenkette von nsp12 zusammen stoBt. Die
Translokations-Barriere bewirkt so den
Verbleib des 3'-Nukleotids der RNA in der
Substratbindungsstelle der Polymerase.
Das wiederum stort die Bindung des nichs-
ten Nukleosid-Triphosphats, das fiir die
weitere RNA-Elongation bendétigt wird, was
die Inhibition der Polymerase erklart. Unter
bestimmten Bedingungen kann diese Bar-
riere jedoch iiberwunden werden, sodass
Remdesivir kein starker Inhibitor der RNA-
Synthese ist.

Zukunftige Arbeiten

Diese mechanistischen Erkenntnisse
erleichtern die Suche nach verbesserten
virostatischen Polymerase-Inhibitoren, die
auf eine Unterdriickung der Coronavirus-
Replikation abzielen. Von besonderer
Bedeutung fiir die Wirkung von Polymera-
se-Inhibitoren ist das virale Protein nsp14.
Nsp14 ist eine Exonuklease, die die Fehler-
korrektur wahrend der RNA-Synthese
ermdoglicht [17]. Die Exonuklease schneidet
fehlerhafte RNA-Produkte vom 3‘-Ende her
zuriick, um so dem Effekt der Polymerase-
Inhibitoren entgegenzuwirken [17]. Das
3“Ende des RNA-Produktstrangs ist in der
Struktur der Remdesivir-inhibierten Poly-
merase mit dem komplementiren Templat-
Nukleotid gepaart und vermutlich fiir die
virale Exonuklease schwer zugdnglich.
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A Abb. 2: Inhibition der Coronavirus-Polymerase durch Remdesivir. Schematische Darstellung
der Inkorporation von Remdesivir-Monophosphat und der Translokations-Barriere nach Einbau

von drei weiteren Nukleotiden.

Somit scheint der Komplex vor einer effizi-
enten Fehlerkorrektur geschiitzt, was wohl
eine Voraussetzung fiir die Wirkung von
Remdesivir darstellt. Allerdings findet die

Fehlerkorrektur trotzdem in geringem
Umfang statt und macht Remdesivir weniger
effizient. In Zukunft sollten daher die mole-
kularen Mechanismen der viralen Fehlerkor-

rektur untersucht werden, bei denen auch
die virale Helikase nsp13 eine Rolle spielen
konnte [18].

Parallel dazu werden wir und andere Grup-
pen nach neuartigen Polymerase-Inhibitoren
suchen. Dabei hoffen wir Leitsubstanzen zu
finden, die einen anderen Wirkmechanismus
aufweisen als Remdesivir. Das Ziel wird es
sein, Verbindungen zu entwickeln, die selek-
tiv nur die virale Polymerase inhibieren, aber
auf die zellularen RNA-Polymerasen keinen
Einfluss haben. Solche Leitsubstanzen sind
dann gute Kandidaten fiir eine weitere Ent-
wicklung als Virostatika in Zellkultur und im
Modellorganismus. Dieser Ansatz birgt die
Hoffnung in sich, eines Tages gut wirksame
Medikamente gegen Coronavirus-Infektio-
nen in den Handen zu halten. Virostatische
Medikamente werden zusétzlich zu sicheren
und wirksamen Impfstoffen nach wie vor
bendtigt. Durch solche Virostatika lieBen
sich lokale Ausbriiche schnell kontrollieren,
das Umfeld von Infizierten prophylaktisch
schiitzen und zukiinftige Infektionen mit
neuartigen Coronaviren einddmmen. |
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