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Zusammenfassung 

Einleitung  Eine Infektion mit dem neuartigen Erreger SARS-CoV-2 verursacht 

COVID-19 und geht in mehr als einem Drittel der Fälle mit einem breiten Spektrum neurologischer 

Symptome einher, deren Ätiopathogenesen bisher nicht vollumfänglich geklärt sind. Riech- und 

Geschmacksstörungen, insbesondere die Anosmie und Ageusie, sind für einen Teil der 

Patienten*innen sogar die führenden Symptome einer SARS-CoV-2-Infektion. Die 

Rezeptionszone des olfaktorischen Systems wird als Riechschleimhaut bezeichnet und bedeckt 

die obere Nasenmuschel direkt unterhalb der Siebplatte. In Anbetracht des direkten Kontaktes 

von neuralen/neuronalen Zellen mit der Umwelt stellt die Riechschleimhaut eine Schnittstelle und 

somit eine potentielle Eintrittspforte von SARS-CoV-2 in das ZNS dar. 

 

Methodik  In der vorliegenden Arbeit erfolgte eine systematische postmortem 

Untersuchung des ZNS sowie peripherer Gewebeproben aus dem Respirationstrakt von 

Personen, die infolge einer SARS-CoV-2-Infektion verstorben sind. Mittels der Korrelation 

klinischer Daten und (neuro-)pathologischer Untersuchungen wurden SARS-CoV-2-spezifische 

Veränderungen des ZNS ermittelt. Zur Quantifizierung pro- und antiinflammatorischer Zytokine 

im Liquor der Verstorbenen wurde ein humaner Zytokin Array (Bio-techne) durchgeführt. Der 

Nachweis von SARS-CoV-2-RNA sowie subgenomischer (sg)RNA, als Surrogat aktiver 

Virusreplikation, erfolgte mittels quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qPCR). Zur 

Charakterisierung des Tropismus von SARS-CoV-2 wurde die RNAscope® in situ Hybridisierung 

(ISH), Immunhistochemie (IHC) und Elektronenmikroskopie genutzt. 

 

Ergebnisse  Akute thromboembolische ischämische Infarkte (n=13/86; 15%) und 

frische Blutungen (n=13/86; 15%) sowie eine starke angeborene Immunantwort, vermittelt durch 

HLA-DR+ Mikroglia mit korrelierender Erhöhung proinflammatorischer Mediatoren wie IL-6, IL-

18, CCL2 und sICAM-1 im Liquor, sind die führenden Veränderungen im ZNS. Die höchste 

Viruslast ließ sich mittels qPCR in der Riechschleimhaut detektieren. SgRNA fand sich am 

häufigsten in der Riechschleimhaut (n=18/57) und Uvula (n=8/45); es ergab sich kein Nachweis 

von sgRNA im ZNS. Die Viruslast korreliert invers mit der Erkrankungsdauer der Patienten*innen 

(r=-0,5; P=0,006). Im Riechepithel - hier in Kolokalisation mit neuralen/neuronalen Zellen - sowie 

in den cerebralen Gefäßendothelzellen fand sich eine distinkte Immunreaktivität für SARS-CoV 

Spike-Protein. Mittels RNAscope® ISH gelang es SARS-CoV-2 RNA innerhalb des Riechepithels 

darzustellen. Ultrastrukturell konnten wir elektronenmikroskopische Aufnahmen intakter 

Coronaviruspartikel in der Riechschleimhaut anfertigen. 

 

Schlussfolgerung Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass SARS-CoV-2 die Nervenzellen 

der Riechschleimhaut als Eintrittspforte in das Gehirn benutzen kann. Eine SARS-CoV-2-
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Infektion führt im ZNS zu einer Immunantwort mit Aktivierung von HLA-DR+ Mikroglia und 

erhöhten Spiegeln von Entzündungsmediatoren. 
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Abstract 

Introduction  The newly identified severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 

(SARS-CoV-2) causes Coronavirus disease 2019 (COVID-19) which is accompanied by a broad 

spectrum of neurological manifestations in more than one-third of COVID-19 cases. For the 

latter, olfactory and gustatory disturbances such as anosmia and ageusia, are often leading 

symptoms of SARS-CoV-2 infection. The reception area of the human olfactory system is known 

as the olfactory mucosa and covers the upper turbinate directly underneath the cribriform plate. 

Given the close proximity of neural/neuronal cells and the environment the olfactory mucosa as 

a neural-mucosal interface may represent a potential port of CNS entry for SARS-CoV-2. 

 

Methods  Here, we systematically investigated postmortem tissue of the CNS and 

respiratory tract from individuals with COVID-19. Based on the correlation of clinical data and 

(neuro-)pathological examinations, SARS-CoV-2-specific morphological changes were 

determined. To quantify pro- and anti-inflammatory cytokines in the cerebrospinal fluid (CSF) of 

the deceased, a human cytokine array (Bio-techne) was performed. Detection of SARS-CoV-2 

RNA, including subgenomic (sg)RNA as a surrogate of active virus replication, was performed 

using quantitative real-time PCR (qPCR). By various means, such as RNAscope® in situ 

hybridization (ISH), immunohistochemistry and electron microscopy, we further characterized the 

CNS tropism of SARS-CoV-2 and the consequences thereof. 

 

Results  Acute thromboembolic ischemic infarcts (n=13/86; 15%) and a strong 

innate immune response, mediated by HLA-DR+ microglia with a linked increase in 

proinflammatory mediators such as IL-6, IL-18, CCL2 and sICAM-1 in the CSF, are leading 

alterations in the CNS. The highest levels of viral RNA for SARS-CoV-2 were found within the 

olfactory mucosa. SgRNA was most frequently found in the olfactory mucosa (n=18/57) and uvula 

(n=8/45), although there was no evidence of sgRNA in the CNS. An inverse correlation between 

the duration of illness and viral load could be determined (r=-0,5; P=0,006). Besides, a distinct 

immunoreactivity for SARS-CoV Spike (S) protein was found in the olfactory epithelium – here 

co-localizing with neural/neuronal cells - and within cerebral endothelial cells.  Using RNAscope® 

ISH, SARS-CoV-2 RNA was successfully detected within the olfactory epithelium. We were also 

able to illustrate intact coronavirus particles in the olfactory mucosa ultrastructurally. 

 

Conclusion  The results indicate that SARS-CoV-2 can enter the nervous system by 

crossing the neural-mucosal interface in the olfactory mucosa. SARS-CoV-2 infection results in 

an innate immune response with activation of HLA-DR+ microglia and increased levels of 

inflammatory mediators in the CNS. 
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1. Einführung 

 

1.1. Humanpathogene Coronaviren 
 

Severe acute respiratory coronavirus type 2 (SARS-CoV-2) ist ein neuartiges Beta-Coronavirus, 

das erstmals im Dezember 2019 in Wuhan, China als Auslöser der Coronavirus-Krankheit-2019 

(COVID-19) beschrieben wurde und sich seither weltweit pandemisch ausbreitet. Zum aktuellen 

Zeitpunkt sind die sieben humanpathogenen Coronaviren (CoVs) Humanes Coronavirus-OC43 

(HCoV-OC43), HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-HKU1, Severe acute respiratory syndrome 

coronavirus (SARS-CoV), Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) und 

SARS-CoV-2 bekannt1–3. 

 

Endemisch zirkulierende, humane CoVs (HCOV-NL63, -229E, -OC43 und -HKU1) haben weltweit 

eine hohe Inzidenz und gelten als Ursache von etwa 15 - 30% der mild verlaufenden 

respiratorischen Infektionen4. 

 

Die drei zoonotischen Coronaviren MERS-CoV, SARS-CoV und SARS-CoV-2 sind 

hochpathogene Erreger, die beim Menschen schwere (fatale) Atemwegssyndrome und 

Pneumonien auslösen können. MERS-CoV und SARS-CoV führten bereits in der Vergangenheit 

zur Entwicklung von Epidemien - MERS-CoV im Jahr 2012, SARS-CoV im Zeitraum von 2002 bis 
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2003. MERS-CoV ist in Afrika und der Arabischen Halbinsel weit verbreitet. SARS-CoV zirkulierte 

hauptsächlich in den ostasiatischen Ländern, seit 17 Jahren wurde es nicht mehr im Menschen 

detektiert1. 

 

1.2. Neurologische Manifestationen einer SARS-CoV-2-Infektion 
 

Eine SARS-CoV-2-Infektion löst vornehmlich akute respiratorische Erkrankungen aus, geht 

jedoch in mehr als einem Drittel der Fälle auch mit einem breiten Spektrum neurologischer 

Manifestationen einher5–7. 

 

Beeinträchtigungen des zentralen (ZNS) und peripheren Nervensystems (PNS) wurden in der 

Vergangenheit bereits im Zusammenhang mit allen humanpathogenen Coronaviren8 sowie auch 

anderen respiratorischen Viren, zum Beispiel dem Respiratory syncytial virus (RSV) oder dem 

Influenzavirus beschrieben4. 

 

Von den sieben bekannten humanpathogenen Coronaviren werden drei in der Literatur als 

neurotrop beschrieben: HCoV-229E, HCoV-OC43 und SARS-CoV2,9. In einer Autopsiestudie 

wurde zudem gezeigt, dass HCoV-OC43 und/oder HCoV-229E im ZNS persistieren können und 

in 48% der in dieser Studie untersuchten Gehirne RNA der humanen Coronaviren detektiert 

werden konnte10. 

 

Die mit einer COVID-19-Erkrankung assoziierten klinischen neurologischen Manifestationen 

können in den unterschiedlichen Krankheitsstadien (akut, chronisch, parainfektiös) auftreten und 

umfassen ein weites Spektrum. Zu den am häufigsten beschriebenen neurologischen 

Symptomen zählen Riech- und Geschmacksstörungen, deren Prävalenz in einem 

systematischen Review und einer Metaanalyse11 auf 47,4% geschätzt wird. Analysiert wurden 

die Daten von 38.198 SARS-CoV-2-infizierten Personen aus 104 Studien. Riech- und 

Geschmacksstörungen gelten als typisches Frühsymptom und stellen für einen Teil der 

Patient*innen sogar die führenden Symptome einer SARS-CoV-2-Infektion dar12. 

 

Weiterhin beschrieben werden milde Symptome wie Kopfschmerzen, Müdigkeit, Schwindel und 

Muskelschmerzen bis hin zu schweren neurologischen Komplikationen wie Krampfanfällen, 

intrazerebralen Blutungen, entzündlichen Veränderungen des ZNS sowie zerebrovaskulären 

Ereignissen5,7,13–16. Eine retrospektive Fall-Kontroll-Studie aus New York legte dar, dass eine 

SARS-CoV-2-Infektion als unabhängiger Risikofaktor für das Auftreten akuter ischämischer 

Schlaganfälle anzusehen ist17. 
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Um die neurologischen Begleit- und Folgeerscheinungen zusammenzufassen wurde die 

Bezeichnung „Neuro-COVID“18 eingeführt und in einer US-amerikanischen Studie zusätzlich eine 

Einteilung in 3 Schweregrade - Neuro-COVID Grad I - III vorgeschlagen19. 

 

Bei einem Teil der Patient*innen treten auch noch Wochen nach einer akuten SARS-CoV-2-

Infektion Spätfolgen auf, welche als „Long COVID” bzw. „Post-COVID-Syndrom” beschrieben 

werden20,21. Durch das National Institute for Health and Care Excellence (NICE) wurden 

Symptome, die länger als 4 Wochen nach Infektionsbeginn anhalten als „Long COVID” definiert. 

Unter dem „Post-COVID-Syndrom” werden Symptome subsumiert, die ≥ 12 Wochen nach 

Infektionsbeginn auftreten und nicht durch andere Diagnosen erklärt werden können22. 

 

Die in Studien beschriebenen Langzeitsymptome sind sehr heterogen. Häufig beschriebene 

neurologische Phänomene sind die „Post-COVID-Fatigue”23,24, eine allgemeine 

Leistungsminderung sowie eine Symptomverschlechterung nach geringer körperlicher und 

geistiger Aktivität im Sinne einer “Post-Exertional Malaise“ (PEM). Überdies beschrieben werden 

eine anhaltende Dyspnoe, Palpitationen, Kopfschmerzen, Gelenkschmerzen, Muskelschmerzen, 

Geruchs- und Geschmacksstörungen25,26 sowie infolgedessen eine Abnahme der subjektiv 

wahrgenommenen Lebensqualität. Die weiterführende Charakterisierung dieser Langzeitfolgen 

im Hinblick auf die Epidemiologie, mögliche Risikofaktoren und die pathophysiologischen 

Mechanismen ist Forschungsschwerpunkt aktueller Studien25,27 und bisher nicht abschließend 

geklärt. 

 

1.3. Die Riechschleimhaut - Schnittstelle zwischen dem zentralen Nervensystem und dem 

Respirationstrakt 
 

Der von zahlreichen SARS-CoV-2-Infizierten beschriebene plötzliche Geruchsverlust rückte die 

Untersuchungen der Rezeptionszone des menschlichen Geruchssinns, die sogenannte 

Riechschleimhaut, in den Fokus meiner Untersuchungen. Interessanterweise gelangt unsere 

Atemluft bei Durchströmen des Naseninnenraumes in direkten Kontakt mit den 

neuralen/neuronalen Zellen des Riechepithels, wodurch diese eine Schnittstelle zwischen der 

Umwelt und dem Nervensystem bilden und somit eine potentielle Eintrittspforte von SARS-CoV-

2 in das ZNS darstellen. 

 

1.3.1. Der Aufbau der Riechschleimhaut  
 

Die Riechschleimhaut bedeckt die Unterseite der Siebplatte sowie einen Teil der oberen 

Nasenmuschel28,29. Millionen von Riechsinneszellen30 - die olfaktorischen Rezeptorneurone 

(ORNs) - sind inmitten von Stützzellen, Mikrovilli-Zellen, Basalzellen und Bowman-Drüsen 

https://de.wikipedia.org/wiki/National_Institute_for_Health_and_Care_Excellence
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eingebettet, und vereinigen sich gesamthaft zu einem pseudostratifizierten olfaktorischen Epithel 

- dem Riechepithel. 

 

Hauptbestandteil des Epithels bilden die Stützzellen, die als hochprismatische Zellen durch alle 

Epithelschichten ziehen und Rezeptorneurone, Mikrovilli-Zellen sowie Bowman-Drüsen 

umgeben. Sie dienen der Gewebestatik31. Apikal weisen die Stützzellen einen dichten 

Bürstensaum aus Mikrovilli auf. Ihre Zellkerne arrangieren sich in den oberen Epithelschichten, 

oberhalb der Zellkerne der ORNs32. Studien beschreiben darüber hinaus mögliche Funktionen im 

Hinblick auf den Metabolismus des Epithels, der Sekretion, Resorption und Phagozytose von 

Zellbestandteilen33. 

 

ORNs sind bipolare Nervenzellen. Mittels ihrer dendritischen Fortsätze ragen sie aus der mittleren 

Epithelschicht bis an die Epitheloberfläche und formen dort Auftreibungen, sogenannte “dendritic 

knobs”, aus denen 10 bis 30 immotile Zilien hervorgehen32. Basal verjüngen sich die Somata zu 

Axonen und projizieren durch die Siebplatte zum Bulbus olfactorius (sog. “Fila olfacoria”). 

Spezifische G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, die sich in der Membran der Riechsinneszellen 

befinden, dienen der Detektion von Geruchsstoffen. ORNs können gemäß dem Stadium ihres 

Reifungsprozesses in die Subpopulationen “unreife” und “reife” ORNs eingeteilt werden. Unreife 

ORNs exprimieren neuronale Marker wie Neurofilament (NF), Neurales Zelladhäsionsmolekül 

(NCAM) sowie Neuronspezifische Klasse-IIIβ-Tubulin (TuJ1)34. Spezifisch für reife ORNs ist die 

zusätzliche Expression des olfaktorischen Marker-Proteins (OMP). Späte neuronale 

Vorläuferzellen und neu reifende ORNs zeigen zudem eine vorübergehende Expression des 

Transkriptionsfaktors Olig235,36. Der Nervenzellbesatz der Riechschleimhaut ist diskontinuierlich, 

neben nervenzellhaltigen Arealen finden sich eingestreut Epithelinseln ohne Nachweis 

olfaktorischer Rezeptorneurone37. 

 

Olfaktorische Gliazellen (olfactory ensheathing glia (OEG)) umhüllen die Axone der ORNs nach 

Durchtreten der Basalmembran. Einzele Studien beschreiben einen möglichen Transport von 

Viruspartikeln entlang der auf diese Weise gebildeten kleinen Kanälchen38. OEGs sind Schwann-

Zell-ähnliche Gliazellen und exprimieren unter anderem S-100, Vimentin sowie Saures 

Gliafaserprotein (GFAP)39. Dieser Zellpopulation werden Axon-regenerierende und 

wachstumsfördernde Potenziale zugesprochen40,41. Interessanterweise werden OEGs aufgrund 

ihrer Ähnlichkeiten zu Gliazellen als potentielle Zielstruktur von Viren angesehen42. In einer Studie 

wurde hierbei gezeigt, dass OEGs durch das Humane Herpesvirus 6 infiziert werden können43. 

 

Basalzellen bilden, apikal der Basalmembran aufsitzend, die tiefen Zellschichten des Epithels 

aus. Als Stammzellen verfügen sie über das Potenzial der Differenzierung und dienen der 
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Regeneration und Plastizität des Riechepithels. Erstaunlicherweise können auch olfaktorische 

Nervenzellen auf diese Weise fortdauernd aus Basalzellen ausdifferenzieren - ein seltenes 

Beispiel lebenslanger Neurogenese.  

 

Als ein weiterer Zelltyp werden in einigen Studien die Mikrovilli-Zellen beschrieben, deren genaue 

Funktion noch unbekannt ist. Hierbei handelt es sich um kolbenförmige Zellen, deren Zellkerne 

sich am weitesten apikal im Epithel anordnen. Auch ihr apikaler Zellpol wird von einem Saum aus 

Mikrovilli überzogen, basal bilden sie einen dünnen, Axon-ähnlichen Fortsatz aus44. 

 

Unterhalb der Basalmembran, in der Lamina propria gelegen, finden sich tubuloalveoläre Drüsen, 

die sogenannten Bowman-Drüsen. Sie produzieren den Mukus, der das Epithel überzieht sowie 

Enzyme und Transportproteine enthält, die dem Transport der Odorantien zu den 

Geruchsrezeptoren der ORNs dienen45. 
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1.3.2. Die Riechschleimhaut als mögliche Eintrittspforte in das ZNS 
 

Der Viruseintritt über das Riechepithel und den Bulbus olfactorius in das ZNS wurde in Tierstudien 

bereits für verschiedene Viren, u.a. dem Influenzavirus A, Parainfluenzavirus, Herpesvirus und 

West-Nil-Virus beschrieben46,47. Nach intranasaler Inokulation mit dem Influenza-A-Virus H5N1 

konnte in Mäusen Virusantigen in ORNs48 sowie dem Bulbus olfactorius49 nachgewiesen werden. 

Als mögliche Mechanismen des Virustransports werden (1) der anterograde axonale Transport 

nach Infektion olfaktorischer Rezeptorneurone sowie (2) die Ausbreitung entlang der durch die 

olfaktorischen Gliazellen gebildeten Kanälchen diskutiert46. Diesbezügliche Untersuchungen der 

humanen Riechschleimhaut beschränken sich auf nur singuläre Fallberichte50. 

Im Mausmodell wurde gezeigt, dass auch nach intranasaler Inhalation von HCoV-OC43 virale 

RNA im ZNS detektiert werden kann. Ein zugrunde liegender Mechanismus oder spezifischer 

Eintrittsweg wurde nicht gezeigt51.  

 

1.3.3. Die Riechbahn 
 

Die in der Riechschleimhaut gelegenen Rezeptorneurone stellen - als primäre Sinneszellen - den 

Beginn der Riechbahn dar. Ihre Axone bündeln sich, verlaufen als sog. Fila olfactoria durch die 

Lamina cribrosa und projizieren zu dem paarig angelegten Bulbus olfactorius. Im Bulbus 

olfactorius enden die Axone der ORNs. Über synaptische Kontakte mit den sog. Büschelzellen 

und Mitralzellen erfolgt die Umschaltung auf das 2. Neuron, deren Axone im Tractus olfactorius 

an der Unterseite der Frontobasis entlang des Gyrus rectus verlaufen und sich im Trigonum 

olfactorium in einen medialen (Stria olfactoria medialis) sowie einen lateralen (Stria olfactoria 

lateralis) Anteil aufspalten. Projektionsziele der Stria olfactoria lateralis sind der präpiriforme 

Kortex (primäre Riechrinde), der entorhinale Kortex sowie die Amygdala. Die Stria olfactoria 

medialis projiziert zur Area septalis und dem Tuberculum olfactorium.  

 

Einzelne bildgebungsbasierte Fallberichte beschreiben eine MR-morphologisch detektierbare 

Atrophie und/oder Asymmetrie der Bulbi olfactorii52–54 bzw. Signal-Veränderungen im Gyrus 

rectus55 bei Patienten*innen mit einer SARS-CoV-2-Infektion. 

 

1.4. Molekulare Mechanismen des Zelleintritts von SARS-CoV-2 
 

Der Zelleintritt von SARS-CoV-2 ist ein zweistufiger Mechanismus: (1) Studien haben gezeigt, 

dass SARS-CoV-2 durch Bindung des sich auf der Oberfläche befindlichen Spike (S)-Proteins an 

das transmembranäre Enzym Angiotensin-konvertierendes Enzym 2 (ACE2) in humane 

Wirtszellen eindringen kann56. Unterstützt wird die Zellbindung zusätzlich durch die Interaktion 

mit Heparansulfat57, (2) Die Spaltung des S-Proteins, das sog. S-Protein-Priming, sowie der 

Zelleintritt werden durch die Endoprotease Furin sowie die transmembranären Serinproteasen 

TMPRSS2 und TMPRSS4 aber auch Cathepsin B und L (CTSB/CTSL) ermöglicht56,58. Studien 
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weisen daraufhin, dass im ZNS und der Riechschleimhaut das Rezeptorprotein Neuropilin-1 

(NRP-1) als weitere Bindungsstelle für SARS-CoV-2 dienen könnte, sodass weitere Rezeptoren 

als mögliche Eintrittspforten in Betracht zu ziehen sind59,60. 

 

Einzelzellanalysen geben Aufschluss über die Expression dieser Eintrittsfaktoren auf zellulärer 

Ebene und somit Hinweise auf die Anfälligkeit unterschiedlicher Zellpopulationen im Hinblick auf 

eine SARS-CoV-2-Infektion61,62. 

Die stärkste Koexpression von ACE2 und TMPRSS2 im Bereich des Respirationstraktes wurde 

erstaunlicherweise in den Epithelzellen der Nasenschleimhaut nachgewiesen63, sodass 

anzunehmen ist, dass die Nasenhöhle eine Schlüsselrolle bei der Infektion, Replikation und 

Verbreitung von SARS-CoV-2 einnimmt. Frühere Tierstudien legen zudem nahe, dass SARS-

CoV bei intranasaler Infektion von Mäusen, die menschliches ACE2 exprimieren, in das Gehirn 

gelangen kann64. Für SARS-CoV-2 wurde eine ACE2-abhängige Neuroinvasion im SARS-CoV-

2-Mausmodell sowie in menschlichen Gehirn-Organoiden gezeigt65.  

Olfaktorische Rezeptorneurone zeigen keine oder eine nur geringe Expression von ACE266,67, 

jedoch konnte im Mausmodell eine Expression von NRP1 in den neuronalen Zellen der 

Riechschleimhaut nachgewiesen werden59. 

 

1.5. Bisherige neuropathologische Autopsiestudien an COVID-19 Verstorbenen 
 

Als führende Veränderungen im ZNS von Verstorbenen mit einer SARS-CoV-2-Infektion fanden 

sich in den bisherigen neuropathologischen Autopsiestudien: (1) eine ausgeprägte 

Mikrogliaaktivierung68–73, (2) akute ischämische Schädigungen in Form von akut hypoxisch-

ischämischen Enzephalopathien sowie akuten fokalen Hirninfarkten70,72,74–79. Weiterhin 

beschrieben werden (3) thrombosierte Blutgefäße72,77,79 und (4) frische (Mikro-)Blutungen 

perivaskulär sowie innerhalb des Parenchyms75,77–79. 

 

In Einzelfällen wird das Auftreten (5) entzündlicher Veränderungen des ZNS wie einer akuten 

disseminierten Enzephalomyelitis (ADEM)75, einer hirnstammbetonten Enzephalitis74 oder einer 

Meningoenzephalitis13 beschrieben. 

 

Matschke et al.70 fanden zudem vermehrt zytotoxische T-Zellen in Hirnstamm, Kleinhirn sowie 

leptomeningeal und konnten SARS-CoV-2-RNA oder -Protein in 53% der obduzierten Gehirne, 

insbesondere in den Hirnnerven, die aus dem unteren Hirnstamm entspringen, nachweisen. 

 

1.6. Zielsetzung 
 

Grundgedanken meiner Arbeit sind die Exploration (1) des SARS-CoV-2-Neurotropismus unter 

Zuhilfenahme humaner postmortem Gewebeproben, (2) möglicher Wege des ZNS-Eintritts sowie 
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(3) der begleitenden Veränderungen im ZNS von Verstorbenen mit einer COVID-19 Erkrankung; 

als Schlüssel für ein besseres Verständnis der Diagnose, Prognose und möglicher 

therapeutischer Maßnahmen. 
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2. Materialien und Methodik 

 

2.1. Verwendete Chemikalien, Reagenzien, Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien, 

Geräte und Software 

 

2.1.1. Chemikalien und Reagenzien 
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2.1.2. Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien  
 

 

 

2.1.3. Primär-, Sekundärantikörper und Färbekits  
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2.1.4. Geräte und Kits  
 

 

 

2.1.5. Software 
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2.2. Studienpopulation und Datenerhebung 
 

Im Rahmen dieser prospektiven Autopsiestudie erfolgte die systematische Untersuchung von 

postmortalen Gewebeproben der oberen Atemwege sowie des ZNS von Verstorbenen mit einer 

SARS-CoV-2-Infektion. Die in der Publikation Meinhardt, J., Radke, J., Dittmayer, C. et al. 

Olfactory transmucosal SARS-CoV-2 invasion as a port of central nervous system entry in 

individuals with COVID-19. Nat Neurosci 24, 168–175 (2021) eingeschlossenen Patient*innen 

wurden im Zeitraum von März 2020 bis Juli 2020 obduziert (n=33) und wiesen entweder einen 

positiven Polymerase-Kettenreaktion (PCR)-Test auf SARS-CoV-2 (n=31 von 33) oder klinische 

Merkmale, die hochgradig verdächtig auf das Vorliegen einer SARS-CoV-2-Infektion sind (n=2 

von 33), auf. Die Durchführung der Obduktionen erfolgte am Institut für Neuropathologie und 

Pathologie der Charité - Universitätsmedizin Berlin (n = 26, darunter eine Zuweisung aus dem 

Institut für Pathologie der DRK Kliniken Berlin (n=1)) und dem Institut für Rechtsmedizin der 

Charité - Universitätsmedizin Berlin (n=1 von 33). Die neuropathologische Obduktion dieser 

Patient*innen wurde durch mich ausgeführt. Im Rahmen einer Kooperation wurden sechs 

Patient*innen, die an einer COVID-19-Infektion verstorben sind und im Institut für 

Neuropathologie und Pathologie des Universitätsklinikums Göttingen obduziert wurden, in unsere 

Studie eingeschlossen (n=6 von 33). Im Zeitraum von August 2020 bis Mai 2021 erfolgte am 

Institut für Neuropathologie und Pathologie der Charité - Universitätsmedizin Berlin die Obduktion 

von weiteren 58 Patienten*innen mit Nachweis eines positiven PCR-Test auf SARS-CoV-2 vor 

dem Versterben (ngesamt=91); die Obduktionen wurden von mir durchgeführt bzw. begleitet. Die 

Obduktionen erfolgten auf der Rechtsgrundlage des §1 SRegG BE des Obduktionsgesetzes von 

Berlin und des §25 Abs. 4 des Infektionsschutzgesetzes. Die Einverständniserklärungen der 

Angehörigen wurden erteilt. Sicherheitsvorkehrungen wie das Tragen von FFP2-Masken, 

Schutzanzügen, Schutzbrillen/Visieren und schnittfesten Handschuhen wurden getroffen. 

 

Klinische Patient*innendaten erhob ich mittels der jeweiligen Leichenschauscheine sowie der 

(elektronischen) Patient*innenakten. 

 

2.2.1. Ethikerklärung 
 

Diese Studie wurde von den lokalen Ethikkommissionen (Berlin: EA1/144/13, EA2/066/20 und 

EA1/075/19; Göttingen: 42/8/20) sowie von dem Charité-Berlin Institute of Health (BIH)-COVID-

19-Forschungsausschuss genehmigt und stand im Einklang mit der Deklaration von Helsinki. 

 

2.3. Probengewinnung 
 

An allen Patienten*innen wurde eine Ganzkörperobduktion einschließlich histopathologischer 

Begutachtung durchgeführt. Aufgrund der Pandemiesituation und damit einhergender 

Belastungen konnte die Obduktion lediglich in 11 Fällen innerhalb von 24 h nach Todeseintritt 
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durchgeführt (PMI < 24h), in allen anderen Fällen lag das Postmoral-Invertall zwischen einem bis 

acht Tagen. Um die Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewährleisten 

erfolgte die Probenentnahme systematisch und standardisiert. Detaillierte Abläufe werden 

nachfolgend beschrieben. 

 

2.3.1. Entnahme der ZNS-Gewebeproben 
 

Nach Eröffnung der Schädelkalotte und Dura mater cranialis erfolgte die Entnahme des Gehirns, 

sowie die unmittelbare Asservierung von Nativmaterial des Bulbus olfactorius (n=57), der Medulla 

oblongata (n=58) sowie des Kleinhirns (n=51) für den Nachweis von SARS-CoV-2-RNA im 

Gewebe via PCR. Zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen zwischen unterschiedlichen 

Gewebeproben wurden die Präparationsinstrumente nach jeder Probenentnahme gewechselt 

bzw. gereinigt und die Proben unter möglichst geringer Manipulation des Gewebes entnommen. 

Folgend wurde das Gehirn entweder nativ (d.h. unfixiert) oder bei fortgeschrittener Autolyse bzw. 

einem Postmortalintervall (PMI) >24 Stunden nach 14-tägiger Gewebefixierung in 4%iger PBS-

gepufferter Formaldehydlösung aufgearbeitet. Die Dura mater cranialis wurde abgelöst, inspiziert 

und der Sinus sagittalis superior mittels Koronarschere eröffnet. Nach Begutachtung des Gehirns 

von außen wurde der Circulus arteriosus Willisii von der Hirnbasis abpräpariert. Nachfolgend der 

Hirnstamm und das Kleinhirn vom Großhirn abgetrennt und die Großhirnhemisphären mit dem 

Hirnmesser nach Virchow anhand koronarer Schnittführungen in ca. 10 - 15 mm dicke Scheiben 

zerlegt. Die Lamellierung des Hirnstamms erfolgte mittels transversaler Schnittführungen im 

Abstand von 5 mm. Das Kleinhirn wurde anhand sagittaler Schnittführungen aufgearbeitet. Für 

histopathologische und immunhistochemische Analysen wurden standardisiert Gewebeproben 

aus den nachfolgend gelisteten Hirnregionen entnommen: Frontallappen rechts, Basalganglien 

links, Hippocampusformation rechts einschließlich Plexus choroideus, Mesencephalon mit 

Substantia nigra, Pons auf Höhe Locus coeruleus, Medulla oblongata mit Nuclei olivares 

inferiores, Hypophyse, Kleinhirnkortex und -marklager mit Nucleus dentatus rechts, Thalamus, 

Amygdala, Bulbus olfactorius. Bei Nachweis pathologischer Gewebeveränderungen erfolgte eine 

zusätzliche Gewebeentnahme aus den individuellen Läsionsorten. 

 

2.3.1.1. Entnahme des Ganglion trigeminale 
 

Kranial der Felsenbeinpyramide im Cavum trigeminale gelegen findet sich das Ganglion 

trigeminale, ein sensibles Ganglion des fünften Hirnnervens, des Nervus trigeminus. Dieses liegt 

eingebettet zwischen zwei Blättern der Dura mater und wurde beidseits sorgfältig aus dieser 

Duraduplikatur präpariert und asserviert (n=46). 
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2.3.2. Entnahme der Riechschleimhaut 
 

Nach Entnahme des Gehirns gelangt die vordere Schädelgrube zur Darstellung, die das Dach 

der Orbita und Nasenhöhle bildet. Die Asservierung der Riechschleimhaut erfolgte standardisiert 

über die Entnahme eines quaderförmigen Gewebeblocks, der mittels Flachmeißel und Hammer 

aus der vorderen Schädelgrube präpariert wurde (Abbildung 2). Die Schleimhaut direkt unterhalb 

der Siebbeinplatte wurde vorsichtig von dem darunterliegenden Knochen abgelöst und asserviert 

(n=57). 
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2.3.3. Entnahme von Liquor cerebrospinalis 
 

Die postmortale Entnahme von Liquor cerebrospinalis erfolgte bei Patient*innen, die im Zeitraum 

von März 2020 bis Juli 2020 verstorben sind und ein PMI von maximal 24 Stunden aufwiesen 

(n=4). Hierfür wurde nach Eröffnung der Schädelkalotte und Entnahme der Dura mater cranialis 

das Ventrikelsystem punktiert. Liquorproben wurden unmittelbar nach Entnahme von mir in der 

Kühlzentrifuge Heraeus® Megafuge® 1.0R für 5 Minuten bei 500g zentrifugiert, der Überstand 

abpipettiert und bei -80°C kryoasserviert. 

 

2.3.4. Weitere asservierte Gewebeproben 
 

Asserviert wurden von mir weiterhin Anteile der Kornea, Konjunktiva, Arteria carotis pars 

cerebralis, Uvula sowie zahlreicher weiterer peripherer Organe (u.a. Lunge, Hilus-Lymphknoten, 

Tonsille, Zunge, Zahnfleisch, Herz, Magen, Duodenum, Jejunum, Kolon, Leber, Gallenblase, 

Pankreas, Milz, Knochenmark, Niere, M. deltoideus, M. quadriceps, N. suralis). 

 

Die von mir kryoasservierten Gewebeproben dienten als Ausgangspunkt für weitere Studien - so 

erfolgte die Aufarbeitung eines Falles in „Ihlow J, Seelhoff A, Corman VM, Gruber AD, Dökel S, 

Meinhardt J, Radbruch H, Späth-Schwalbe E, Elezkurtaj S, Horst D, Herbst H. COVID-19: a fatal 

case of acute liver failure associated with SARS-CoV-2 infection in pre-existing liver cirrhosis. 

BMC Infect Dis. 2021 Sep 3;21(1):901. doi: 10.1186/s12879-021-06605-7. PMID: 34479499; 

PMCID: PMC8414454.“. 

 

Die Analyse der asservierten Muskelproben wird in “Aschman T, Schneider J, Greuel S, 

Meinhardt J, Streit S, Goebel HH, Büttnerova I, Elezkurtaj S, Scheibe F, Radke J, Meisel C, 

Drosten C, Radbruch H, Heppner FL, Corman VM, Stenzel W. Association Between SARS-CoV-

2 Infection and Immune-Mediated Myopathy in Patients Who Have Died. JAMA Neurol. 2021 Aug 

1;78(8):948-960. doi: 10.1001/jamaneurol.2021.2004. PMID: 34115106.” dargestellt. 

 

Von mir (kryo-)asservierte Lungenproben bildeten weiterhin die Grundlage von “Dittmayer C, 

Meinhardt J, Radbruch H, Radke J, Heppner BI, Heppner FL, Stenzel W, Holland G, Laue M. 

Why misinterpretation of electron micrographs in SARS-CoV-2-infected tissue goes viral. Lancet. 

2020 Oct 31;396(10260):e64-e65. doi: 10.1016/S0140-6736(20)32079-1. Epub 2020 Oct 5. 

PMID: 33031763; PMCID: PMC7535802.” und “Dittmayer C, Meinhardt J, Radbruch H, Radke J, 

Heppner BI, Heppner FL, Stenzel W, Holland G, Laue M. Using EM data to understand COVID-

19 pathophysiology - Authors' reply. Lancet. 2021 Jan 16;397(10270):197-198. doi: 

10.1016/S0140-6736(21)00032-5. PMID: 33453781; PMCID: PMC7831897”. 
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2.4. Probenasservierung und -aufarbeitung 
 

Entnommene Gewebeproben wurden in Sinne einer “Biobank” asserviert und unterschiedlichen 

nachgelagerten Prozessen zugeführt. Die Prozesse des Biobankings (Präparation, 

Probenasservierung, Kryokonservierung) wurden von mir im Verlauf kontinuierlich optimiert. 

 

2.4.1. Asservierung für den PCR-Nachweis von SARS-CoV-2 
 

Um den Nachweis von SARS-CoV-2-RNA im Gewebe via PCR durchzuführen wurden kleine 

Gewebeanteile der nachfolgenden Regionen an das Institut für Virologie der Charité - 

Universitätsmedizin Berlin übergeben: Bulbus olfactorius (n=57), Medulla oblongata (n=58), 

Kleinhirn (n=51), Ganglion trigeminale (n=46), Riechschleimhaut (n=57), Uvula (n=45), Cornea 

(n=15), Konjunktiva (n=17) sowie Arteria carotis pars cerebralis (n=37). Zu Studienbeginn wurde 

hierfür natives Material (gekühlt auf zerkleinertem Eis) nach der Sektion analysiert. Im Verlauf 

wurden die Gewebeproben zunächst im Ultratiefkühlschrank (-80°C) kryoasserviert, 

zwischengelagert und zu einem späteren Zeitpunkt analysiert. 

 

2.4.2. Asservierung für histopathologische und immunhistochemische Analysen 
 

Für die neuropathologische Begutachtung von Gewebeproben wird üblicherweise Formalin-

fixiertes Paraffin-eingebettetes (FFPE)-Gewebe genutzt, wodurch (1) das Gewebe konserviert 

wird, (2) die Gewebemorphologie sehr gut erhalten bleibt und (3) dünne, gleichmäßige 

Schnittpräparate erstellt werden können. Auch im Rahmen dieser Studie wurde für 

histopathologische und immunhistochemische Analysen (IHC) sowie die In-situ-Hybridisierung 

(ISH) FFPE-Gewebe genutzt. Die Konservierung und Stabilisierung der Gewebeproben erfolgte 

gemäß unserer im Institut für Neuropathologie der Charité - Universitätsmedizin Berlin genutzten 

standardisierten pathologischen Asservierungstechniken. Hierfür wurden native bzw. 14-tägig 

fixierte Gewebeproben präpariert, in Einbettkassetten eingebracht, in 4%iger PBS-gepufferter 

Formaldehydlösung über Nacht bei Raumtemperatur (nach-)fixiert, anschließend in Alkohol und 

Xylol dehydriert sowie in Paraffin eingebettet (sog. FFPE-Gewebe). 

 

Die Formalinfixierung von Gewebe führt jedoch auch zu einer Modifizierung und Vernetzung von 

Proteinen (sog. Crosslinking), wodurch die Immunreaktivität des Gewebes sinkt, sodass im 

Rahmen immunhistochemischer Analysen Verfahren angewendet werden müssen um die 

verlorengegangene Immunreaktivität (teilweise) wiederherzustellen (sog. Antigen-Retrieval). Da 

einige Antikörper nicht in FFPE-Material genutzt werden können existiert für spezielle Analysen 

ein Bedarf an kryokonserviertem Gewebe. 

 

 

 



27 
 

2.4.3. Methoden der Kryokonservierung 
 

Je nach Verwendungszweck der Gewebeprobe erwiesen sich unterschiedliche Methoden der 

Kryokonservierung als optimal.  

 

Folgende Methoden der Kryokonservierung wurden evaluiert: (1) Proben wurden in nativem 

Zustand in einen Ultratiefkühlschrank (-80°C) eingebracht und “langsam” gefroren, (2) Proben 

wurden in flüssigen Stickstoff eingebracht, schockgefroren (-196,15°C) und anschließend in Kryo-

Tubes [1,5 ml] bei -80°C im Ultratiefkühlschrank aufbewahrt, (3) native Gewebeproben wurden 

präpariert und auf Korkplättchen in Tissue-Tek® O.C.T. Compound eingebettet. Ein mit Isopentan 

(2-Methylbutan) gefüllter Metallbecher wurde in einen Stickstofftank gehängt, der flüssigen 

Stickstoff enthält. Das Isopentan wird hierdurch heruntergekühlt. Mittels Pinzette wurde das auf 

dem Korkplättchen eingebettete Gewebe für ca. 1 Minute in die flüssige Phase des Isopentans 

gehalten, eingeforen und bei -80°C aufbewahrt. 

 

Zur Evaluation der Gewebequalität wurden Kryostatschnitte angefertigt und mit Hämatoxylin-

Eosin (HE) sowie immunhistochemisch gefärbt. Eine qualitativ hochwertige Probe für 

histopathologische und immunhistochemische Analysen ist charakterisiert durch eine möglichst 

gute Orientierbarkeit der Gewebeprobe, eine hohe Gewebeintaktheit sowie geringe Ausbildung 

von Gefrierartefakten und/oder Eiskristallen. Diesbezüglich erwies sich die Kryokonservierung in 

Methylbutan gegenüber den anderen beiden Verfahren als überlegene Methode (Abbildung 3). 

 

Diese Art der Kryokonservierung gewährt optimale Qualität und ermöglicht die Anwendung 

komplexer Analysemethoden wie “Spatial Transcriptomics”, “Proteomics” oder “Single-cell- 

/Single-nucleus RNA-Sequencing”, sodass die asservierten Gewebeproben in Folgestudien 

weiter aufgearbeitet werden können. 
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2.4.4. Asservierung für elektronenmikroskopische Untersuchungen 
 

Um Proben für elektronenmikroskopische Untersuchungen zugänglich zu machen, fixierte ich 

Gewebeproben direkt nach der Entnahme im Sektionssaal mit 2,5%igem Glutaraldehyd in 0,1 µM 

Natriumcacodylatpuffer. 

Es erfolgte dann eine Nachfixierung mit 1%igem Osmiumtetroxid in 0,05 µM Natriumcacodylat, 

die Dehydratisierung unter Verwendung einer absteigenden Acetonreihe und die Einbettung in 

Einbettharz (LR White Resin). 

 

2.5. Nachweis von SARS-CoV-2-RNA einschließlich subgenomischer (sg)RNA 
 

Methode der Wahl für den Nachweis von SARS-CoV-2-RNA im Gewebe ist die PCR80. Der 

Nachweis von SARS-CoV-2-RNA im Autopsiegewebe erfolgte im Institut für Virologie der Charité 
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- Universitätsmedizin Berlin. Für die PCR-Analyse wurden native und kryokonservierte 

Gewebeproben verwendet. Die RNA-Reinigung erfolgte aus ∼50 mg homogenisiertem Gewebe 

unter Verwendung des MagNAPure 96-Systems (Hoffman-La Roche, Basel, CHE) und des 

MagNAPure 96 DNA und Viral NA Large Volume Kit (Hoffman-La Roche, Basel, CHE) gemäß 

den Anweisungen des Herstellers. An den RNA-Extrakten wurde eine quantitative Echtzeit-PCR 

für SARS-CoV-2 durchgeführt81, die das SARS-CoV-2 E-Gen als Zielsequenz nutzt. Die 

Quantifizierung der viralen RNA wurde unter Verwendung photometrisch quantifizierter in vitro 

RNA-Transkripte durchgeführt. Die Gesamt-DNA wurde in allen Extrakten unter Verwendung des 

Qubit dsDNA HS Assay-Kits (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) gemessen. Die qPCR-

Analyse wurde für jede Probe mindestens einmal wiederholt. 

 

Der Nachweis von subgenomischer (sg)RNA als Korrelat der aktiven Virusreplikation im 

getesteten Gewebe wurde unter Verwendung von Oligonukleotiden durchgeführt, die auf die 

transkriptionale regulatorische Leadersequenz und eine Region innerhalb der sgRNA abzielen, 

die das SARS-CoV-2 E-Gen kodiert. Diese Methodik wurde bereits zuvor in der Literatur 

beschrieben82. 

 

2.6. Human Cytokine Array 
 

Zur Quantifizierung pro- und antiinflammatorischer Zytokine im Liquor cerebrospinalis von 

Verstorbenen mit COVID-19 (n=4) und Kontrollpatient*innen ohne SARS-CoV-2-Infektion (n=4) 

wurde an den asservierten Liquorproben ein humaner Zytokin Array gemäß den 

Herstelleranweisungen durchgeführt (Bio-techne, Minneapolis, MN). Hierfür wurden die von mir 

asservierten Liquorproben an das Institut für Molekulare und Klinische Immunologie der 

Universitätsmedizin Magdeburg übergeben. Analysiert wurden somit alle Liquorproben von 

Verstorbenen mit COVID-19, die zum Zeitpunkt der Analyse zugänglich waren (n=4). 

Liquorproben von vier Patient*innen ohne COVID-19 dienten als Kontrollgruppe (n=4). Bei den 

Kontrollproben handelte es sich um Liquorproben von Patient*innen mit Amyotropher 

Lateralsklerose, die im Rahmen einer Einwilligung zur Spende an die BrainBank des Instituts für 

Neuropathologie asserviert wurden. Mittels des humanen Zytokin Array erfolgte eine 

semiquantitative Messung von 36 Zytokinen und verwandten Proteinen (CCL1, CCL2, MIP-1α, 

CCL5, CD40L, C5/C5a, CXCL1, CXCL10, CXCL11, CXCL12, G-CSF, GM-CSF, ICAM-1, IFN -γ, 

IL-1α, IL-1β, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 p70, IL-13, IL‑ 16, IL-17A, IL-17E, IL-

18, IL-21, IL-27, IL-32a, MIF, Serpin E1, TNF-α, TREM-1). Zwölf dieser 36 Zytokine lagen in 

unseren Proben über der Nachweisgrenze. Die verwendeten Membranen wurden unter 

Verwendung der Ergebnisse für die Positivkontrollen aufeinander normalisiert. Eine statistische 

Analyse konnten wir aufgrund des nur eingeschränkten Zugangs zu adäquaten Liquorproben 

(PMI < 24h) und der dadurch bedingten geringen Probengröße (n=4) nicht durchführen. 
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2.7. Histopathologie und Immunmarkierung 
 

Zur Untersuchung der mit einer SARS-CoV-2-Infektion einhergehenden ZNS-Veränderungen 

sowie des Tropismus von SARS-CoV-2 wurden histopathologische Präparate unter Verwendung 

von Spezialfärbungen sowie immunhistochemischer Markierungen angefertigt. Hierfür wurden 1 

µm oder 4 µm dicke Paraffinschnitte verwendet. Die Präparate wurden von mir sowie mindestens 

einem/einer weiteren Neuropathologen/in an einem Lichtmikroskop im Hellfeldmodus gesichtet 

und bewertet.  

 

2.7.1. Histopathologische Färbungen 
 

Die histologischen Färbungen: Hämatoxylin-Eosin(HE)-Färbung, Masson-Goldner-Färbung, 

Periodsäure-Schiff(PAS)-Reaktion, sowie die Toluidinblau-Färbung wurden in unserem Labor im 

Institut für Neuropathologie gemäß routinemäßiger Standardverfahren an 4 µm dicken 

Paraffinschnitten durchgeführt. 

 

2.7.2. Immunmarkierung  
 

Immunhistochemische Färbungen wurden entweder maschinell bei uns im Institut für 

Neuropathologie der Charité - Universitätsmedizin Berlin auf einem Benchmark XT Autostainer 

(Ventana Medical Systems, Inc.) oder von Hand (von mir bzw. im Institut für Neuropathologie in 

Göttingen) durchgeführt. Maschinelle Färbungen erfolgten unter Anwendung von Standard-

Vorbehandlungsmethoden (Antigen-Retrieval; Cell Conditioning(CC1)-Puffer; pH 8,0; Ventana 

Medical Systems, Inc.) sowie des iVIEW DAB Detection Kit (Ventana Medical Systems, Inc.) oder 

ultraView Universal Alkaline Phosphatase Red Detection Kit (Ventana Medical Systems, Inc.). 

Die Durchführung der manuellen Färbungen wird nachfolgend anhand der 

immunhistochemischen Färbung mit dem Anti-SARS-Spike-Glykoprotein-Antikörper (Klon 3A2, 

ab272420, Abcam) beispielhaft ausführlich erläutert. Gefärbte Schnittpräparate wurden in einer 

absteigenden Alkohol- und Xylol-Reihe dehydratisiert und mit CytosealTM XYL permanent 

Eindeckmedium bzw. bei Verwendung von AEC im wässrigen Medium eingedeckelt. Alle 

verwendeten Primär- und Sekundärantikörper sind separat unter Punkt 2.1.3. Tabelle 3. 

Verwendete Antikörper, aufgelistet. 

 

2.7.3. SARS-CoV S IHC 
 

Die immunhistochemische Färbung mit dem murinen, monoklonalen Anti-SARS-Spike-

Glykoprotein-Antikörper (Klon 3A2, ab272420, Abcam) erfolgte manuell. Hierfür wurden 1 µm 

dicke FFPE-Gewebeschnitte angefertigt, auf Objektträger gezogen und über Nacht im 

Wärmeschrank bei 42°C getrocknet. Paraffinschnitte wurden in Xylol sowie der absteigenden 

Alkoholreihe entparaffiniert und in destilliertes Wasser gestellt. Es folgte eine Hitze-
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/proteolytische Vorbehandlung des Gewebes (sog. Heat Induced Epitope Retrieval (HIER)), 

wobei die Schnitte für 20 Minuten in Citratpuffer gekocht (pH 6,0; 95-100 °C) wurden. Als zweiter 

Vorbehandlungsschritt wurde ein endogener Peroxidase-Block (3%) sowie ein leichter 

Gewebeandau (1%) durchgeführt. Hierfür wurde in einem Objektträgerkasten nach Hellendahl 

(für 8 Objektträger bzw. 16 Objektträger Rücken an Rücken) eine Lösung bestehend aus 40 ml 1 

x PBS-Puffer, 5 ml 30%iges Wasserstoffperoxid (H2O2) und 5 ml 10%iges Triton X-100 

hergestellt. In dieser Lösung wurden die Schnitte für 15 Minuten belassen und anschließend 

gründlich mit destilliertem Wasser gespült. Anschließend wurde das Gewebe für 10 Minuten mit 

10%igem Ziegenserum (Normal Goat) geblockt, bevor der Primärantikörper (Anti-SARS-Spike-

Glykoprotein-Antikörper, Klon 3A2, ab272420, Abcam) 1:100 verdünnt in Antikörper-

Verdünnungsmittel aufgetragen wurde und die Proben über Nacht in der feuchten Kammer bei 

4°C inkubierten. Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte zunächst gründlich in 1x PBS-

Puffer gespült und anschließend das Sekundärsystem (EnVision Detection System 

Peroxidase/DAB, Agilent Dako, #K5007) auf das Gewebe gegeben und für 60 Minuten in der 

feuchten Kammer inkubiert. Es folgte eine erneute gündliche Spülung des Gewebes mit 1x PBS-

Puffer. DAB- oder AEC-Substrat-Chromogen (Agilent Dako, Santa Clara, USA) wurde 

aufgetragen und unter Sicht am Mikroskop entwickelt. Die Objektträger wurden erneut mit 

destilliertem Wasser gespült, mit Hämatoxylin gegengefärbt, entwässert und montiert. 

Diese manuelle Färbung wurde von mir und im Institut für Neuropathologie in Göttingen 

durchgeführt. Im Rahmen der Etablierungarbeit färbte ich Paraffinschnitte unterschiedlicher 

Organe (u.a. Lunge, Riechschleimhaut, Cornea, ZNS-Gewebe, Skelettmuskulatur, 

Herzmuskulatur, Duodenum, Colon, Plazenta) von an COVID-19 Verstorbenen und 

Negativkontrollen. 

 

2.7.4. Immunfluoreszenz (IF) 
 

Für Immunfluoreszenzfärbungen wurde das unter 2.7.3. beschriebene Protokoll in den folgend 

aufgelisteten Schritten angepasst. Nach Inkubation des Primärantikörpers über Nacht bei 4°C 

wurden Alexa Fluor™ 488- und Alexa Flour™ 555-konjugierte Sekundärantikörper (Alex Flour™ 

488-konjugierter Ziege-Anti-Kaninchen-Antikörper, 1:100 in 10%igem Ziegenserum, Jackson, 

111515003; Alex Fluor® 555-konjugierter Ziege-Anti-Maus-Antikörper, 1:100 in 10%igem 

Ziegenserum, Invitrogen) für 60 Minuten auf die Gewebeschnitte aufgetragen. Die Entwicklung 

erfolgte mit einem Tyramid verstärkendem Kit gemäß Angaben des Herstellers (Alexa Fluor™ 

555 Tyramide SuperBoost™ Kit, Invitrogen) unter Sicht am Mikroskop. Zellkerne wurden mit 4',6-

Diamidino-2-phenylindol(DAPI)-Eindeckmedium (Invitrogen, D3571) gefärbt. Die Bildaufnahme 

erfolgte mit dem automatischen Fluoreszenzmikroskop Olympus BX63 mit DP80-Kamera sowie 

dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop Olympus FluoView FV1000 unter Verwendung eines 

Ölimmersionsobjektives mit 60-facher Vergrößerung. Die Immunfluoreszenfärbungen wurden im 
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Institut für Neuropathologie in Göttingen und bei uns im Institut für Neuropathologie der Charité- 

Universitätsmedizin Berlin durchgeführt; die Auswertung der Färbungen erfolgte durch mich 

sowie mindestens einem/einer weiteren Neuropathologen/in. 

 

2.8. In-situ-Hybridisierung (ISH) 
 

Zum Nachweis von Virus-RNA im Gewebe wurde das RNAScope® 2.5 HD Reagent Kit-BROWN 

(ACD, Newark, USA) verwendet. Von ausgewählten FFPE-Gewebeblöcken wurden 

Paraffinschnitte angefertigt, 60 Minuten im Wärmeschrank bei 60°C getrocknet und 

entparaffiniert, bevor eine milde Antigendemaskierung mit Target Retrieval-Puffer und Protease 

durchgeführt wurde. Die vorbehandelten Schnitte wurden mit spezifischen PPIB-Sonden als 

Positivkontrolle und DAPβ-Sonden als Negativkontrolle hybridisiert (ACD, Newark, USA). Zur 

Visualisierung von SARS-CoV-2-RNA wurde die virusspezifische Sonde V-ncoV2019-S (ACD, 

Newark, USA) verwendet. FFPE-Lungengewebe einer an COVID-19 verstorbenen Person diente 

als weitere interne Positivkontrolle. Nach der Amplifikation des Hybridisierungssignals wurde die 

Bindung der Sonden mit DAB sichtbar gemacht. Kerne wurden mit Hämatoxylin gefärbt und die 

Objektträger mit Eindeckmedium unter Deckglas eingedeckt. Die Durchführung erfolgte durch die 

iPATH.Berlin; die Auswertung erfolgte durch mich sowie mindestens einem/einer weiteren 

Neuropathologen/in. 

 

2.9. Elektronenmikroskopische Verfahren 
 

Für die Ultrastrukturanalyse der Autopsiegewebeproben wurden zunächst fixierte, dehydratisierte 

und in Einbettharz (LR White Resin) eingebettete Gewebeproben (siehe 2.4.4.) mit einem 

Ultramikrotom für Kunstharzschnitte (Ultracut E, Reichert-Jung) und Diamantmesser (DiATOME, 

histo jumbo) in 500-nm-Semidünnschnitte geschnitten, auf Objektträger übertragen, bei 120 °C 

auf einer Heizplatte kurz gestreckt und mit Toluidinblau bei 80°C gefärbt. 70-nm-

Ultradünnschnitte wurden mit dem gleichen Ultramikrotom und einem Ultra 35° Diamantmesser 

(DiATOME) geschnitten, mit Xyloldampf gestreckt, auf Pioloform-beschichteten Schlitzgittern 

gesammelt und dann mit Bleicitrat gefärbt. 

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurde unter Verwendung eines Zeiss TEM 906-

Mikroskops in Verbindung mit einer Charge-Coupled Device(CCD)-Kamera durchgeführt. Die 

Bildaufnahme und Digitalisierung erfolgte mit einem Zeiss Gemini 300 Feldemissions-

Rasterelektronenmikroskop (REM) und REM-Detektor unter Verwendung der Software ATLAS 5 

bei einer Pixelgröße von 4–6 nm. Interessante Bereiche aus den angelegten Datensätzen wurden 

annotiert und dann mit einer Pixelgröße von 0,5–1 nm in sehr hoher Auflösung aufgezeichnet. 

Mittels dieses Verfahrens wurden die Gewebeproben morphologisch analysiert, um Erkenntnisse 

über die Pathophysiologie von COVID-19 zu erlangen - der direkte Virusnachweis im Gewebe 
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gelang jedoch zunächst nicht. Für den Virusnachweis im Gewebe auf ultrastruktureller Ebene 

optimierten wir daraufhin die Probenentnahme und verwendeten FFPE-Material. 

 

2.9.1. Ultrastrukturanalyse an FFPE-Material 
 

Um den Virusnachweis im Gewebe auf ultrastruktureller Ebene durchzuführen haben wir 3-mm-

Stanzbiopsiezylinder aus FFPE-Gewebeblöcken der Riechschleimhaut einer an COVID-19 

verstorbenen Person entnommen. Die jeweiligen gestanzten Areale wurden sorgfältig auf 

Grundlage der in der PCR-Untersuchung ermittelten Viruslast des Gewebes sowie des SARS-

CoV ISH- oder IHC-Signals ausgewählt. Hierfür wurde vor der Entnahme der FFPE-Stanze an 

Paraffinschnitten der Riechschleimhaut eine immunhistochemische Färbung mit Antikörpern 

gegen Anti-SARS-Spike-Glykoprotein-Antikörper (Klon 3A2, ab272420, Abcam) sowie eine ISH 

durchgeführt, signalstarke Areale auf den histologischen Präparaten markiert und nach Abgleich 

mit dem FFPE-Gewebeblock gestanzt. Die FFPE-Stanzbiopsiezylinder wurden anschließend in 

Xylol entparaffiniert, rehydratisiert und in 1% Formaldehyd und 2,5% Glutaraldehyd in 0,05 µM 

HEPES-Puffer (pH   7,2) für mindestens 2–4 Stunden bei Raumtemperatur nachfixiert. 

Nachfixierung, Blockkontrastierung (Gerbsäure, Uranylacetat) und Einbettung in EPON™-Harz 

wurden nach einem Standardprotokoll durchgeführt. Ultradünnschnitte wurden an einem TEM 

(Tecnai™ Spirit, 120 kV) analysiert und Bilder wurden mit einer CCD-Kamera (MegaviewIII, 

EMSIS) aufgenommen. 

 

2.10. Statistik 
 

Es wurden keine statistischen Methoden verwendet um Stichprobengrößen im Voraus zu 

bestimmen. Ich habe alle Personen, die an einer COVID-19-Infektion verstorben sind und mir/uns 

zum gegebenen Zeitpunkt zugänglich waren in die Studie aufgenommen. Die Stichprobengrößen 

ähneln denen in früheren COVID-19-Autopsieberichten. Um die Korrelation zwischen 

Erkrankungsdauer und Viruslast zu ermitteln, wendete ich die nichtparametrische Korrelation 

nach Spearman unter Verwendung des Programms Graphpad Prism 8 an.  Hier wurde ein 

zweiseitiger P-Wert berechnet. Die Werte wurden bei P < 0,05 als signifikant angesehen. 

Aufgrund der Art der Untersuchungen konnten Datenerhebungen und Analysen nicht immer blind 

durchgeführt werden. Histologische und immunhistochemische Präparate, ISH- und EM-

Ergebnisse wurden unabhängig von mir und mindestens einem/einer weiteren 

Neuropathologen/in analysiert. 

 

2.11. Bildbearbeitung 
 

Die in diesem Manteltext sowie der Publikation Meinhardt, J., Radke, J., Dittmayer, C. et al. 

Olfactory transmucosal SARS-CoV-2 invasion as a port of central nervous system entry in 

individuals with COVID-19. Nat Neurosci 24, 168–175 (2021). zur Darstellung kommenden 
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Grafiken/Comics wurden von mir mit CorelDRAW 19 sowie GraphPad Prism 8 erstellt. 

Fotografien und histologische Aufnahmen wurden mit Adobe Photoshop Elements 4.0 oder der 

Software Fiji in Helligkeit, Kontrast und Sättigung angepasst.  
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3. Ergebnisse 

 

3.1. Charakterisierung der Studienkohorte 
 

Klinische Patient*innendaten erhob ich mittels der jeweiligen Leichenschauscheine sowie der 

(elektronischen) Patient*innenakten. Erfasst wurden Basischarakteristika der Verstorbenen, 

darunter fielen Geschlecht, Geburts- und Sterbedatum, Körpergröße und -gewicht, Dauer der 

SARS-CoV-2-Infektion sowie weitere potentielle Confounder wie Vorerkrankungen, 

Behandlungen/Therapien, Komplikationen und mikrobiologische Daten. Die Dokumentation 

klinischer Daten ist aufgrund der Pandemie-Situation in einigen Fällen nicht vollständig.  

 

3.1.1. Demografische Daten 
 

Im Zeitraum zwischen März 2020 und Mai 2021 wurden 91 Personen mit einer mittels PCR 

nachgewiesenen SARS-CoV-2-Infektion (n=89 von 91) bzw. klinischen Merkmalen, die 

hochgradig verdächtig auf das Vorliegen einer SARS-CoV-2-Infektion sind (n=2 von 91), 

untersucht. Von diesen untersuchten Verstorbenen sind 23 (25%) weiblichen und 68 (75%) 

männlichen Geschlechts. Das mittlere Alter bei Versterben beträgt 69 Jahre (R = 26 bis 98 Jahre; 

IQA = 16 Jahre). Ein Vergleich mit der Geschlechts- und Altersverteilung der deutschlandweiten 

COVID-19-Todesfälle (Quelle: Robert-Koch-Institut Dashboard (Stand: 10/2021) verdeutlicht, 

dass sich unsere Kohorte – als spezielle Autopsiekohorte - durch ein niedrigeres 

Durchschnittsalter sowie einen höheren Anteil an Männern auszeichnet (Abbildung 4). 

 

3.1.2. Erkrankungsdauer 
 

Die Erkrankungsdauer, definiert als Zeitraum zwischen Auftreten der ersten Symptome bzw. 

erstem positiven SARS-CoV-2-PCR-Test und Versterben, liegt in unserer Kohorte zwischen 

einem Tag und 176 Tagen; die mittlere Erkrankungsdauer beträgt 34,6 Tage (IQA= 22Tage). Der 

Erkrankungsbeginn ist bei sechs Patent*innen unklar bzw. nicht dokumentiert (n= 6 von 90). 

Gemäß der Erkrankungsdauer haben wir die Kohorte in zwei Subgruppen gegliedert: als “akute” 

Fälle definierten wir Patient*innen mit einem Erkrankungsverlauf ≤14 Tage (n=19), als 

“chronische” Fälle Patient*innen mit einer Erkrankungsdauer >14 Tagen (n=65). Bei sieben 

Patient*innen konnten keine Rückschlüsse auf den Erkrankungsbeginn gezogen werden. 
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3.1.3. Neurologische Veränderungen während COVID-19-Infektion 
 

Eine unvollständige Dokumentation der Patient*innendaten zeigte sich insbesondere im Hinblick 

auf neurologische Veränderungen während der COVID-19-Infektion. Informationen bezüglich der 

Qualität des Geruchs- und Geschmackssinns wurden lediglich bei zwei Patient*innen 

dokumentiert, in diesen Fällen wurde ein Verlust der Geruchs- und Geschmackswahrnehmung 
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(Anosmie, Ageusie) beschrieben. In allen anderen Fällen fanden sich diesbezüglich keine 

Angaben in den elektronischen Patient*innenakten. Die dokumentierten neurologischen 

Manifestationen werden in Tabelle 6 näher dargestellt.  

 

3.1.4. Weitere klinische Daten 
 

Weitere Informationen zu bestehenden Vorerkrankungen, durchgeführten Therapien, den mit der 

COVID-19-Erkrankung einhergehenden Komplikationen sowie der laut anatomisch-

pathologischer Sektion identifizierten Todesursache werden in Tabelle 6 abgebildet. 
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3.2. SARS-CoV-2 Viruslast in ausgewählten Gewebeproben 
 

Der Nachweis von SARS-CoV-2-RNA via RT-PCR erfolgte in ausgewählten Gewebeproben 

(Abbildung 5). Aufgrund des häufigen Auftretens von Geruchs- und Geschmacksstörungen 

während einer SARS-CoV-2-Infektion bezogen wir Gewebeproben aus unterschiedlichen 

Verarbeitungsstufen des Geruchssinns, i.e.S. die Riechschleimhaut (n=57), den Bulbus 

olfactorius (n=57) und das Tuberculum olfactorium (n=6)), in unsere Analysen ein. Die sensible 

Innervation der Nasenhöhle erfolgt durch feine Nervenäste des V. Hirnnervens - dem N. 

trigeminus. Da auch die Kornea und Konjunktiva durch Nervenäste des N. trigeminus innerviert 
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werden und die Innervation der Mundhöhle sogar durch fünf Hirnnerven (N. vagus, N. facialis, N. 

trigeminus, N. glossopharyngeus, N. hypoglossus) erfolgt, untersuchten wir zusätzlich 

Gewebeproben entlang dieser potentiellen Eintrittswege in das ZNS. Hierfür ermittelten wir die 

SARS-CoV-2 Viruslast in den Proben der Uvula (n=45), Kornea (n=14), Konjunktiva (n=17) und 

dem Ganglion trigeminale (n=46). Projektionsziel sensibler Hirnnerven stellen u.a. die im 

Hirnstamm gelegenen Hirnnerven-Kerngebiete dar. Für unsere Fragestellungen relevante 

Kerngebiete wie der Nucleus tractus solitarii sowie Kerngebiete des N. vagus, N. hypoglossus 

und N. trigeminus sind in der Medulla oblongata (n=58) verortet. Hier finden sich darüber hinaus 

lebenswichtige Regulationszentren, die bei Schädigung zu einer zentralen Störung der Kreislauf- 

und Atemfunktion führen können. 

 

Zur Untersuchung möglicher systemischer (vaskulärer) Eintrittswege testeten wir Gewebeproben 

der Arteria carotis interna pars cerebralis (n=37) sowie des Kleinhirns (n=51). Das Kleinhirn steht 

weder in direkter Verbindung mit dem zentralen Geruchssystem noch mit den Hirnnerven-

Kerngebieten. 

 

Abbildung 5 gibt einen Überblick der ermittelten Viruslast in den jeweiligen Gewebeproben. Die 

größte Anzahl an SARS-CoV-2-positiven Proben sowie die höchste Viruslast fanden sich in der 

Riechschleimhaut (npositiv=39 von 57; 83%). Die zweithöchste Menge an SARS-CoV-2-RNA wurde 

in den Gewebeproben der Uvula (npositiv=20 von 45; 44%) gemessen. Eine niedrigere Viruslast 

zeigte sich in der Kornea (npositiv=3 von 14; 21%), der Medulla oblongata (npositiv=9 von 58; 16%), 

der Arteria carotis interna pars cerebralis (npositiv=5 von 37; 14%), dem Ganglion trigeminale 

(npositive=6 von 46; 13%), dem Bulbus olfactorius (npositiv=7 von 57; 12%) sowie der Konjunktiva 

(npositiv=2 von 17; 12%). Die geringste Anzahl an SARS-CoV-2-RNA-positiven Proben fand sich 

im Kleinhirn (npositiv=5 von 51; 10%). 

 

 

 

 

 

 

________________________ 
 

1 Der Nucleus tractus solitarii (auch: Geschmackskern) dient der Geschmackswahrnehmung, in diesem Kerngebiet enden Fasern 

des N. facialis, N. glossopharyngeus und N. vagus. Weiterhin ist er an der Ausbildung des Atemreflexes beteiligt83. 

 

2 Das Atemzentrum steuert über ein Wechselspiel inspiratorischer und exspiratorischer Neuronengruppen die menschliche Ein- und 

Ausatmung. Unterschieden wird eine dorsale respiratorische Gruppe (DRG) im Nucleus tractus solitarii mit hauptsächlich 

inspiratorischen Neuronen und eine ventrale respiratorische Gruppe (VRG) im Bereich des Nucleus ambiguus mit sowohl 

inspiratorischen als auch exspiratorischen Neuronen84. 
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Subgenomische (sg)RNA, als Surrogat aktiver Virusreplikation, konnte am häufigsten in den 

Proben der Riechschleimhaut (n=18 von 57) und der Uvula (n=8 von 45) nachgewiesen werden. 
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Weiterhin ergab sich der Nachweis von sgRNA in 2 Proben der Arteria carotis pars cerebralis 

(n=2 von 37) sowie in einer Probe des Bulbus olfactorius (n=1 von 57) und der Medulla oblongata 

(n=1 von 58) - bei jedoch eingeschränkter Aussagekraft, da in diesen beiden Fällen zahlreiche 

getestete Organ-/Gewebeproben (insb. auch der peripheren Organe) dieses/r Verstorbenen ein 

positives Ergebnis erzielten und eine Kreuzkontamination der (ZNS-)Gewebeproben (1) im 

Rahmen der Präparation und/oder (2) im Rahmen einer Virämie zu diskutieren ist. Es ergab sich 

kein Nachweis von sgRNA in den Gewebeproben des Ganglion trigeminale, des Kleinhirns, der 

Kornea sowie der Konjunktiva und somit kein Hinweis auf eine aktive Virusreplikation ebenda. 

 

Korrelationsberechnungen ergaben eine inverse Korrelation zwischen der höchsten gemessenen 

Viruslast in den ZNS-Gewebeproben (Merkmal A) und der Erkrankungsdauer der jeweiligen 

Patient*innen (Merkmal B). D.h. es fanden sich höhere Mengen an SARS-CoV-2-RNA in den 

Gewebeproben von Patient*innen mit einer kurzen Krankheitsdauer und niedrigere Mengen an 

SARS-CoV-2-RNA in den Gewebeproben von Patient*innen mit einer längeren Krankheitsdauer 

(Abbildung 6; Korrelationskoeffizient nach Spearman r = -0,5, entspricht einem mittelstarken 

negativen linearen Zusammenhang; p= 0,006). 

 

 

 
 

 

3.3. Histopathologische & immunhistochemische Charakterisierung der 

Riechschleimhaut 
 

Zur Visualisierung des Aufbaus der Riechschleimhaut und Untersuchung der anatomischen Nähe 

zwischen neuralen/neuronalen Zellen und Epithelgewebe wurden histologische und 
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immunhistochemische (Spezial-)Färbungen durchgeführt und mikroskopisch beurteilt (Abbildung 

7).  

 

Unter Zuhilfenahme von histopathologischen Übersichtsfärbungen wie der HE-Färbung, der PAS-

Reaktion und der Masson-Goldner-Färbung gelingt es, einen Überblick über die verschiedenen 

Gewebestrukturen zu erlangen.  

 

Die Epithelzellen zeigen eine kräftige Immunreaktivität mit Antikörpern gegen AE1/3 und 

erscheinen zahlreich. Inmitten der Epithelzellen werden unreife ORNs mittels neuronaler Marker 

wie Antikörpern gegen Neuronspezifische Klasse-IIIβ-Tubulin (TuJ1) markiert. Für die 

Identifizierung und die spezifische Darstellung reifer ORNs wurden die Gewebeschnitte der 

Riechschleimhaut mit Antikörpern gegen das für diese Zellpopulation spezifische olfaktorische 

Markerprotein (OMP) gefärbt. In der TuJ1- und OMP-Immunhistochemie lassen sich deutlich die 

in der mittleren Epithelschicht gelegenen Somata und die an die Epitheloberfläche ziehenden 

dendritischen Fortsätze darstellen. Vereinzelt können an der Epitheloberfläche auch sog. 

“dendritic knobs” identifiziert werden. In der immunhistochemischen Färbung mit Antikörpern 

gegen den Transkriptionsfaktor Olig2 werden die späten neuronalen Vorläuferzellen und neu 

reifende ORNs hervorgehoben - hierbei handelt es sich um eine nukleäre Färbung. Mit 

Antikörpern gegen das Neurale Zelladhäsionsmolekül 1 (NCAM-1, auch: CD56) sowie 

Antikörpern S-100 werden insbesondere in der Lamina propria gelegene Strukturen markiert. 

Größere und kleinere periphere Nervenfaszikel lassen sich eindeutig identifizieren. Es lässt sich 

jedoch nicht zweifelsfrei zwischen feinsten Nervenfasern (sensible trigeminale Afferenzen) und 

den ebenfalls S-100-positiven und in der Lamina propria gelegenen OEGs diskriminieren. 

 

In der Zusammenschau gelingt die eindeutige immunhistochemische Anfärbung der ORNs und 

Visualisierung ihrer “ungeschützten” Lage im Riechepithel, wodurch (1) die anatomische Nähe 

der olfaktorischen Neurone mit Nervenfasern, Schleimhaut(-epithelzellen) und Umwelteinflüssen 

in der Nasenhöhle verdeutlicht wird und (2) die berichteten klinisch-neurologischen 

Veränderungen der Geruchs- und Geschmackswahrnehmung nahelegen, dass die 

Riechschleimhaut als mögliche Eintrittspforte in das ZNS genutzt werden kann. 
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3.4. SARS-CoV-2 Tropismus innerhalb der Riechschleimhaut 
 

Um den Tropismus von SARS-CoV-2 in der Riechschleimhaut näher zu untersuchen, führten wir 

an PCR-positiven Gewebeproben (1) immunhistochemische Färbungen mit dem Anti-SARS-

Spike-Glykoprotein-Antikörper (Klon 3A2, ab272420, Abcam) und (2) den Nukleinsäurenachweis 

mittels In-situ-Hybridisierung sowie (3) elektronenmikroskopische Untersuchungen durch. 

 

Immunhistochemisch gefärbt und evaluiert wurden Paraffinschnitte der Riechschleimhaut von 10 

Fällen, die ein positives Ergebnis in der PCR-Analyse zeigten. In 5 Fällen zeigte sich ein 

deutliches feingranuläres, zytoplasmatisches Färbemuster überwiegend in den Epithelzellen 

(Stützzellen) sowie vereinzelt in Zellen mit dendritenartigen Ausläufern und Auftreibungen an der 

Epitheloberfläche, die sich rein morphologisch als ORNs qualifizieren (ohne zusätzliche 

Anfärbungen im Sinne von Kolokalisationsstudien jedoch nicht sicher zuordnen lassen). In den 

anderen 5 Fällen konnte immunhistochemisch kein Färbesignal detektiert werden. 

 

Unter Zuhilfenahme der In-situ-Hybridisierung wurden Paraffinschnitte der Riechschleimhaut von 

7 Fällen, die ein positives Ergebnis in der PCR-Analyse zeigten, analysiert. Hierbei konnte in 5 

Fällen kein Signal detektiert werden. In zwei Fällen zeigte sich ein intensives Signal in der das 

Epithel bedeckenden Schleimschicht sowie intrazytoplasmatisch in Zellen der Riechschleimhaut 

- eine Zuordnung zu einem spezifischen Zelltyp ist nicht sicher möglich (Abbildung 8 A und B).  

 

Als Negativkontrolle dienten Gewebeproben der Riechschleimhaut einer/s nicht an SARS-CoV-

2-Infizierten Patienten/in. Lungenproben von Verstorbenen mit einer COVID-19-Erkrankung 

wurden als Positivkontrolle verwendet.  

 

3.4.1. Ultrastrukturanalyse von SARS-CoV-2 
 

Die Elektronenmikroskopie ist der Goldstandard zur morphologischen Identifizierung eines 

Virus85. Um den Virusnachweis im Gewebe auf ultrastruktureller Ebene durchzuführen, wurde ein 

3-mm-Stanzbiopsiezylinder aus dem FFPE-Gewebeblock der Riechschleimhaut/respiratorischen 

Schleimhaut angefertigt. Hierfür wurde das in Abbildung 8 B mit zwei Pfeilen markierte Areal auf 

dem Schnittpräparat der ISH markiert, mit dem zugehörigen FFPE-Gewebeblock abgeglichen, 

dort markiert und gestanzt. Der Stanzzylinder wurde für die Ultrastrukturanalyse neu eingebettet.  

Elektronenmikroskopisch konnten in diesem Areal zahlreiche extra- und intrazellulär lokalisierte, 

intakte Coronaviruspartikel nachgewiesen werden. Der intrazelluläre Nachweis gelang in Zilien-

tragenden Epithelzellen. ORNs konnten hingegen ultrastrukturell nicht sicher identifiziert und 

somit die Fragestellung einer möglichen Infektion der olfaktorischen Rezeptorneurone durch 

SARS-CoV-2 nicht beantwortet werden.  
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3.4.2. Kolokalisation von SARS-CoV Spike-Protein mit neuralen/neuronalen Zellen 
 

Um zu untersuchen, ob auch in neuralen/neuronalen Zellen der Riechschleimhaut SARS-CoV 

nachgewiesen werden kann, wurden Immunfluoreszenz-Doppelfärbungen durchgeführt. Hierbei 

wurde der Anti-SARS-Spike-Glykoprotein-Antikörper (Klon 3A2, ab272420, Abcam) mit 

verschiedenen neuralen/neuronalen Markern (Olfaktorisches Markerprotein (OMP), 

Neuronspezifische Klasse-IIIβ-Tubulin (TuJ1) und Neurofilament (NF200)) kombiniert. Hierbei 
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fand sich eine überwiegend perinukleäre Immunreaktivität für SARS-CoV Spike-Protein sowohl 

in OMP-positiven, TuJ1-positiven als auch NF200-positiven Zellen.  

Diese Doppelfärbungen wurden an drei Verstorbenen mit einer COVID-19-Erkrankung 

durchgeführt. In allen drei Fällen zeigte sich eine Immunreaktivität für SARS-CoV Spike-Protein 

in neuralen/neuronalen Zellen der Riechschleimhaut (n=3). Drei Kontrollpatient*innen ohne 

SARS-CoV-2-Infektion zeigten keine Immunreaktivität für SARS-CoV Spike-Protein (n=3). 

 

3.5. Neuropathologische Befunde bei Verstorbenen mit einer SARS-CoV-2-Infektion 
 

Im Rahmen der neuropathologischen Evaluation des Gehirns von 86 im Rahmen einer COVID-

19 Erkrankung verstorbenen Patient*innen fanden sich in 33 Fällen keine wesentlichen 

pathologischen Veränderungen (38%). Als unspezifische Zeichen des terminalen Herz-

Kreislaufversagens zeigten sich in diesen Fällen lediglich Zeichen der geringgradigen, globalen 

Hirnschwellung ohne signifikant raumfordernden Effekt sowie vereinzelte akut hypoxisch-

ischämisch geschädigte Nervenzellen im Großhirnkortex und Kleinhirn. Diese Veränderungen 

sind als sekundär, d.h. im Rahmen des Todeseintritts entstanden (agonale Veränderungen), 

einzuordnen. 

 

Als führende akute pathologische Veränderungen fanden sich in Übereinstimmung mit den 

klinischen Daten17 sowie bisherigen Autopsiestudien70–72,74–79 (1) frische Blutungen in das 

Hirnparenchym (Mikro- und Makroblutungen) sowie den Subarachnoidalraum (SAB) - die in 15% 

der Fälle nachgewiesen werden konnten - sowie (2) akute thromboembolische ischämische 

Infarkte und Mikrothromben - ebenfalls in 15% der Fälle. Weiterhin konnten in 7% der Fälle 

Zeichen der globalen akut hypoxisch-ischämischen Enzephalopathie nachgewiesen werden. 

Entzündliche Veränderungen, in Form einer Sepsis-assoziierten Enzephalitis, traten in 

Einzelfällen auf (3%). 

 

Bei einem Teil der Patient*innen fanden sich zudem bereits vorbestehende (chronische) 

Veränderungen wie ältere Hirninfarkte (16%; Stadium III, d.h. mehrere Wochen bis Jahre alt), 

Zeichen der zerebralen Arteriosklerose und/oder Mikroangiopathie (16%), neurodegenerative 

Veränderungen (9%; M. Alzheimer, Vaskuläre Demenz) oder Zeichen der zerebralen 

Amyloidangiopathie (6%). Diese Erkrankungen bestanden bereits vor der COVID-19-Erkrankung 

der jeweiligen Patient*innen. In Einzelfällen zeigten sich schwerwiegende neuropathologische 

Befunde wie Zeichen der zerebralen Toxoplasmose, eine Septisch-metastatische 

Herdenzephalitis mit Nachweis von Candida spp., Meningeosis carcinomatosa und Multiple 

Sklerose. In diesen Fällen handelte es sich um schwer vorerkrankte, immunkompromittierte 

Patient*innen. 
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Eine Auflistung der erhobenen neuropathologischen Befunde stellt Tabelle 7 dar. 
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3.5.1. SARS-CoV-2-Immunhistochemie in ZNS-Gewebeproben 
 

Um zu ermitteln, ob die oben beschriebenen morphologischen neuropathologischen 

Veränderungen auf eine direkte Schädigung durch Invasion von SARS-CoV-2 in das ZNS-

Gewebe zurückzuführen sind, führte ich immunhistochemische Färbungen mit Antikörpern gegen 

Anti-SARS-Spike-Glykoprotein (Klon 3A2, ab272420, Abcam) an ZNS-Gewebeproben durch. 

Immunhistochemisch gefärbt und evaluiert wurden Paraffinschnitte des Bulbus olfactorius (n=11), 

der Medulla oblongata (n=10) sowie des Kleinhirns (n=5). Aufgrund der Häufung von akuten 

thromboembolischen Ereignissen, Mikrozirkulationsstörungen und frischen Blutungen im ZNS - 

aber auch in peripheren Organen86 - wurden zudem Areale mit histomorphologischem Nachweis 

akuter thromboembolischer Infarkte mit Antikörpern gegen Anti-SARS-Spike-Glykoprotein 

gefärbt. 

Hierbei ergab sich kein Nachweis von SARS-CoV Spike-Protein innerhalb des Hirnparenchyms. 

Interessanterweise zeigte sich jedoch in einigen Präparaten eine gewisse Immunreaktivität für 

SARS-CoV Spike-Protein in den Endothelzellen kleinerer und größerer Blutgefäße; die Färbung 

stellt sich perinukleär betont und feingranulär dar. Die stärkste Immunreaktivität fand sich in den 

Gefäßendothelien innerhalb bzw. in der Umgebung von Infarktarealen. Abbildung 9 

veranschaulicht die immunhistochemischen Färbeergebnisse in Gegenüberstellung zu den 

entsprechenden PCR-Daten. 
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Auffällig ist, dass ein ähnliches Färbemuster in geringerer Intensität auch in 2 von 10 

Negativkontrollen nachgewiesen werden konnte. Als Negativkontrollen dienten ZNS-

Gewebeproben von Patient*innen, die an einer ALS-Erkrankung verstorben sind; wobei es sich 

auch um bereits länger zurückliegende Fälle aus dem Jahr 2018 und somit einer Zeit weit vor 

Erstbeschreibung von SARS-CoV-2 im Dezember 2019 handelte. Weiterhin konnte unter 

Zuhilfenahme der In-situ-Hybridisierung kein Signal im ZNS-Gewebe oder in den Endothelzellen 

detektiert werden (n=7). In der Zusammenschau ist die Spezifität der immunhistochemischen 

Färbeergebnisse in den Endothelien kritisch zu hinterfragen.  

 

3.5.2. COVID-19-assoziierte Immunantwort im ZNS-Gewebe 
 

Die Evidenz für eine direkte Schädigung des ZNS durch Virusinvasion erscheint auf Basis der 

histomorphologischen und immunhistochemischen Ergebnisse gering, wodurch 

neuroimmunologische Pathomechanismen in den Vordergrund rücken. In Konkordanz mit 

anderen Autopsie-Studien68–73 fanden wir eine starke Hochregulierung des humanen 

Leukozytenantigens (HLA)-DR auf Mikroglia/Makrophagen. Evaluiert wurde hierfür die 

immunhistochemische Färbung von Paraffinschnitten der Medulla oblongata von Verstorbenen 

mit einer SARS-CoV-2-Infektion (n=47). Als Kontrollen dienten zum einen Patient*innen, die im 

Rahmen des kardialen Versagens oder einer ALS-Erkrankung verstorben sind und keine 

Merkmale einer systemischen Entzündungsreaktion aufwiesen. Da ein Großteil der COVID-19-

Patient*innen im septischen Schock/ an einer Sepsis versterben87 - wobei es sich um eine 

systemische Entzündungsreaktion mit Einfluss auf das ZNS handelt - wurden die 

Färbeergebnisse zum anderen mit Patient*innen verglichen, die im Rahmen einer Sepsis 

verstorben sind, jedoch keine SARS-CoV-2-Infektion aufwiesen.  

Insgesamt konnte in 37 Fällen (82%) eine diffuse Hochregulation von HLA-DR auf Mikroglia und 

Makrophagen im Vergleich zu den o.g. Kontrollpatient*innen nachgewiesen werden. Neben einer 

diffusen Hochregulation im Gewebe fand sich in 51% der Fälle zusätzlich eine Akzentuierung im 

Sinne sog. Mikrogliaknötchen (n=24 von 47). 

 

3.6. Entzündungsmediatoren im Liquor cerebrospinalis 
 

Als Korrelat dieser Mikrogliaaktivierung konnte im Liquor cerebrospinalis eine Erhöhung 

proinflammatorischer Mediatoren wie Interleukin (IL)-6, IL-18, CC-Chemokin-Ligand 2 (CCL2) 

und lösliches interzelluläres Adhäsionsmolekül-1 (sICAM-1) detektiert wurden. In seltenen Fällen 

kann eine COVID-19-Infektion mit einer besonders starken Ausschüttung von Zytokinen, einem 

sog. Zytokinsturm einhergehen kann. Aufgrund einer zunehmenden Durchlässigkeit der Blut-

Hirn-Schranke während einer systemischen Entzündungsreaktion können hierbei Zytokine in den 

Liquor cerebrospinalis übertreten. In der Literatur wird beschrieben, dass der COVID-19-
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assoziierte Zytokinsturm im Serum durch eine Erhöhung von u.a. IL-6, IL-18, IL-1β, IP-10, TNF, 

Interferon-γ gekennzeichnet ist88 – gut passend zu unseren Liquorbefunden. 
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4. Diskussion 
 

Ziel der Arbeit war es eine Grundlage für das Verständnis der mit einer COVID-19-Erkrankung 

assoziierten neurologischen Symptome und der Neuropathogenese von SARS-CoV-2 zu 

schaffen. Mittels exakter neuroanatomischer Kartierung erfolgte die Exploration des SARS-CoV-

2-Neurotropismus unter Zuhilfenahme humaner Gewebeproben sowie begleitender 

Veränderungen im ZNS von Verstorbenen mit einer COVID-19-Erkrankung. Hierzu wurde auf 

Basis einer systemischen interdisziplinären Analyse eine große COVID-19-Autopsiekohorte 

aufgearbeitet. Mehrere Autopsiestudien haben innerhalb der letzten eineinhalb Jahre wertvolle 

Erkenntnisse im Hinblick auf die Pathophysiologie von COVID-1989 und erste Einblicke in 

histopathologische Veränderungen des ZNS im Zusammenhang mit einer SARS-CoV-2-Infektion 

gegeben68–72,74,75,79. Zu bedenken ist, dass im Rahmen von Autopsiestudien spezielle Kohorten 

mit schweren (letalen) COVID-19-Krankheitsverläufen untersucht werden. Ein Großteil der 

obduzierten Patient*innen verstarben im septischen Schock/ an der Sepsis87, erhielten eine 

umfangreiche intensivmedizinische Behandlung und/oder wiesen (multiple) Vorerkrankungen 

auf, wodurch der Abgleich histopathologischer Befunde mit geeigneten Kontrollgruppen von 

besonderer Wichtigkeit ist, um verzerrte Ergebnisse zu vermeiden. Bei den bisherigen 

neuropathologischen COVID-19-Autopsiestudien handelte es sich überwiegend um einzelne 

Fallberichte71,75 oder (kleine) Fallserien ohne Verwendung von geeigneten 

Kontrollgruppen68,70,72,74. Nur einzelne Studien nutzen Kontrollgruppen, welche Patient*innen mit 

nicht-septischen und systemisch entzündlichen/septischen Krankheitsverläufen inkludierten69. 

 

Untersuchungen von SARS-CoV-2 in Gewebeproben von COVID-19-Patienten tragen wesentlich 

zum Verständnis der Pathomechanismen der Erkrankung bei. In der klinischen Routine stellt die 

PCR-Analyse mittels Nasen-Rachenabstrich die Methode der Wahl zur Diagnose einer SARS-

CoV-2-Infektion dar81. Eine Methode, die innerhalb der letzten eineinhalb Jahres gut etabliert 

wurde und im Verlauf der COVID-19-Pandemie sogar Einzug in das alltägliche gesellschaftliche 

Leben der Bevölkerung Deutschlands fand. 

 

Der Nachweis von SARS-CoV-2 im (Autopsie-)Gewebe unter Zuhilfenahme beispielsweise der 

Immunhistochemie, In-situ-Hybridisierung oder Elektronenmikroskopie ist hingegen wenig 

validiert80. Als allgemeine Strategie zur Validierung einer Methode sollte der Nachweis einer oder 

mehrerer Viruszielstrukturen durch verschiedene Methoden bzw. der Nachweis mehrerer 

Zielstrukturen durch eine Methode durchgeführt werden. Weiterhin sollte die Spezifität und 

Empfindlichkeit mit geeigneten Positiv- und Negativkontrollen analysiert werden. In der 

vorliegenden Arbeit wurden sowohl Standardmethoden der Histopathologie zur Beschreibung 

einer möglichen COVID-19-spezifischen Gewebeschädigung als auch hochspezialisierte 
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Techniken zum Proteinnachweis (IHC), RNA-Nachweis (ISH) sowie zur Untersuchung der 

Virusmorphologie (EM) angewendet. Die verschiedenen Methoden wurden untereinander sowie 

mit entsprechenden Negativkontrollen (d.h. nicht SARS-CoV-2-infizierten Proben) verglichen, 

wodurch die Arbeit wichtige methodische Erkenntnisse im Hinblick auf die Schwierigkeiten der 

Virusdetektion von SARS-CoV-2 im Gewebe liefert. 

 

Aber nicht nur die Methoden zur Detektion, sondern auch die Interpretation der 

immunhistochemischen Färbungen und elektronenmikroskopischen Aufnahmen ist schwierig und 

komplex, und stellt Wissenschaftler weltweit vor Herausforderungen bei hohem öffentlichem 

Druck einen schnellen Erkenntnisgewinn zu erzielen. Oft fehlen in den bisher in der ersten Phase 

der Pandemie publizierten Arbeiten notwendige Kontrollen und Ergebnisse wurden 

überinterpretiert80,90–92. 

 

Für den von uns im Rahmen dieser Studie verwendeten Anti-SARS-Spike-Glykoprotein-

Antikörper (Klon 3A2, ab272420, Abcam) erfolgte durch den Hersteller keine Validierung im 

Hinblick auf die Sensitivität und Spezifität. Weiterhin handelt es sich bei dem Antikörper nicht um 

einen spezifischen Antikörper für SARS-CoV-2, sodass eine potentielle Kreuzreaktivität des 

Antikörpers mit anderen Coronaviren nicht ausgeschlossen werden kann. Entsprechend der 

aktuell gültigen Richtlinien wurden als Positivkontrollen Proben der Riechschleimhaut und Lunge 

von SARS-CoV-2-infizierten Personen und als Negativkontrollen nicht SARS-CoV-2-infizierte 

ZNS-Proben mitgeführt93. Im Rahmen der Anwendung des Antikörpers an FFPE-Proben aus dem 

ZNS von an COVID-19-Verstorbenen detektierten wir eine feingranuläre, perinukleär betonte 

Immunreaktivität für SARS-CoV Spike-Protein in den Endothelzellen der Blutgefäße. Kritisch zu 

beleuchten ist, dass sich ein ähnliches Färbemuster in geringerer Intensität in 2 von 10 

Negativkontrollen zeigte, was beispielsweise auf eine unspezifische Färbereaktion oder 

Kreuzreaktivität des Antikörpers mit anderen Coronaviren zurückgeführt werden könnte. 

Schwierigkeiten in der Interpretation der Färbeergebnisse finden sich auch in anderen 

Studien80,94–96. 

 

Die Elektronenmikroskopie ist der Goldstandard zur morphologischen Identifizierung eines Virus, 

so auch von SARS-CoV-2. Aufgrund ihrer Komplexität ist diese Methode jedoch nicht als 

Screening Methode geeignet, sondern vielmehr zur Validierung. Die Durchführung und 

Interpretation von ultrastrukturellen Aufnahmen im (Autopsie-)Gewebe bergen zahlreiche 

Fallstricke, welche nicht unterschätzt werden sollten.  Fehlinterpretationen im Zusammenhang 

mit dem elektronenmikroskopischen/ultrastrukturellen Nachweis von SARS-CoV-2 finden sich in 

der Literatur häufig90–92. Zahlreiche Arbeiten interpretieren subzelluläre Strukturen wie 

multivesikuläre Körper (multivesicular bodies), umhüllte Vesikel, raues endoplasmatisches 
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Retikulum oder geschwollene Mitochondrien fälschlicherweise als Coronaviruspartikel. Die 

genannten Strukturen können aufgrund einer ähnlichen Morphologie leicht mit Coronaviren 

verwechselt werden. Die im Rahmen der vorliegenden Studie angefertigten ultrastrukturellen 

Aufnahmen dienen daher als Positivkontrolle und Referenzbilder. 

 

Vor diesem Hintergrund sind systematische Studien zur Festlegung von Standards für 

immunhistochemische Analysen und elektronenmikroskopische Untersuchungen zur 

Verbesserung der Qualität von COVID-19-Autopsiestudien notwendig. In ersten 

Übersichtsarbeiten werden die unterschiedlichen Detektionsmethoden von SARS-CoV-2- im 

Gewebe bereits im Hinblick auf Fehlerquellen, Spezifität und Sensitivität der Methoden 

untersucht. Hierbei wird der PCR-Analyse und In-situ-Hybridisierung (d.h. RNA-basierten 

Nachweismethoden) gegenüber dem Nachweis von viralen Proteinen bzw. Antigenen mittels 

Immunhistochemie und Immunfluoreszenz eine höhere Sensitivität und Spezifität 

zugesprochen80. 

 

In der vorliegenden Arbeit ist es erstmals gelungen ultrastrukturell intakte Coronavirus-Partikel in 

Zilien-tragenden Zellen der humanen respiratorischen Schleimhaut nachzuweisen. Weiterhin 

gelang der Nachweis von SARS-CoV Spike-Protein in neuralen/neuronalen Zellen der 

Riechschleimhaut. Andere, nachfolgende Studien konnten dies ebenfalls für SARS-CoV-2 

Nukleoprotein in Nasenabstrichen von SARS-CoV-2-infizierten Personen mit Riechstörungen97 

sowie im Hamster-Tiermodell98 zeigen. Ein Nachweis von SARS-CoV-2 im Hirnparenchym gelang 

sowohl ultrastrukturell als auch unter Zuhilfenahme der IHC und ISH nicht. In der 

Zusammenschau der vorliegenden Ergebnisse und anderen Studien aus Autopsiegewebe 

und/oder Tiermodellen ist die Evidenz für eine direkte Invasion von SARS-CoV-2 in das 

Hirnparenchym gering59,65,70,99,100, abgesehen von einzelnen Zellen, die wahrscheinlich 

Viruspartikel phagozytiert haben. Infolgedessen ist zu diskutieren, ob der positive Nachweis von 

SARS-CoV-2-RNA im Hirngewebe via PCR im Rahmen einer Kontamination, durch das 

Vorhandensein von SARS-CoV-2 im Blut oder einzelne Leukozyten, die Tausende Viruspartikel 

oder RNA-Kopien in sich tragen, verursacht wird. Es gilt zu bedenken, dass mittels der PCR-

Analyse SARS-CoV-2-RNA nachgewiesen wird und nicht intakte Viruspartikel. Virale RNA kann 

auch in die Wirtszellen integriert werden und dann ohne Hinweis auf eine Infektion noch 

nachweisbar sein101. Weiterhin besteht die Möglichkeit, dass virusinfizierte (neuronale) Zellen 

absterben und sich somit der Entdeckung entziehen.  

 

Aufgrund der geringen Evidenz einer direkten Invasion von SARS-CoV-2 in das Hirngewebe ist 

zu diskutieren, ob neuroimmunologische Pathomechanismen wie eine übermäßige Aktivierung 

des Immunsystems im ZNS indirekt zu einer Schädigung des Gefäßsystems und/oder des 
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Hirngewebes führen und Ursache der mit einer COVID-19-Erkrankung assoziierten 

neurologischen Symptome sind. 

Hierfür spricht auch, dass wir in Einklang mit anderen Studien im ZNS eine starke angeborene 

Immunantwort, vermittelt durch HLA-DR+-Mikroglia als Effektoren einer myeloischen 

Entzündungsreaktion, nachweisen konnten. In der vorliegenden Studie konnte darüber hinaus 

gezeigt werden, dass sich als Korrelat dieser starken angeborenen Immunantwort auch im Liquor 

cerebrospinalis eine deutliche Erhöhung proinflammatorischer Mediatoren fand.  

 

Die ausgeprägte Immunzellaktivierung im Hirnstamm könnte zudem auch funktionellen Einfluss 

auf die Nervenzellen der im Hirnstamm verorteten zentralen Atem- und 

Kreislaufregulationszentren haben und die Herz-Kreislauf- und Lungenfunktion bei Patient*innen 

mit schwerem bzw. letalem Krankheitsverlauf negativ beeinflussen102.  

 

Da Riech- und Geschmacksstörungen zu den am häufigsten beschriebenen neurologischen 

Symptomen und als typisches Frühsymptom einer SARS-CoV-2-Infektion beschrieben werden, 

war es Ziel der Arbeit neue Erkenntnisse im Hinblick auf das Vorkommen und des Tropismus von 

SARS-CoV-2 in der Riechschleimhaut zu erlangen. Bemerkenswerterweise treten die durch 

SARS-CoV-2 ausgelösten Riechstörungen sehr plötzlich auf; sie variieren in ihrer Dauer 

verschwinden jedoch in den meisten Fällen nach nur wenigen Tagen103. 

Eine olfaktorische Dysfunktion nach Virusinfektion kann auf unterschiedlichen Mechanismen 

beruhen. Bei einem Großteil der Betroffenen treten während der Infektion mit SARS-CoV-2 zwar 

Riech- und Geschmacksstörungen auf, diese werden jedoch häufig nicht durch eine Rhinitis 

begleitet, wodurch sich nicht das Bild einer typischen obstruktiven (konduktiven) Riechstörung 

abzeichnet, sondern insbesondere eine Schädigung des Riechepithels selbst Ursache der Riech- 

und Geschmacksstörungen in Frage kommt104.  

In der vorliegenden Studie visualisierten wir mittels immunhistochemischer Färbetechniken und 

der In-situ-Hybridisierung SARS-CoV Spike-Protein und virale RNA in Gewebeproben der 

Riechschleimhaut. Im Riechepithel fand sich hierbei einerseits in den Epithelzellen, anderseits in 

Kolokalisation mit neuralen/neuronalen Zellen eine distinkte Immunreaktivität für SARS-CoV 

Spike-Protein. Insgesamt könnte somit eine Funktionsstörung unterschiedlicher Zelltypen von 

Bedeutung sein wie eine Schädigung der olfaktorischen Rezeptorneurone selbst im Sinne einer 

sensorineuralen Dysfunktion, aber auch eine Störung der umgebenen nicht neuronalen Zellen, 

wie Stützzellen und Bowman-Drüsen. Hierbei könnten. Veränderungen der Menge und/oder 

Funktion von geruchsstoffbindenden Transport- und Rezeptormolekülen von Bedeutung sein. 
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Die Koexistenz von intakten Coronavirus-Partikeln und SARS-CoV-2-RNA in der 

Riechschleimhaut sowie der Nachweis von SARS-CoV-2-RNA in neuroanatomischen Regionen 

die Projektionen der Riechbahn erhalten kann auf eine SARS-CoV-2-Neuroinvasion über 

axonalen Transport hindeuten. Der morphologische Nachweis einzelner Viruspartikel in Axonen 

ist jedoch aufgrund der (wenn überhaupt) zu erwartenden sehr geringen Anzahl an Viruspartikeln 

sehr schwierig, da der virale Reproduktionsapparat in den neuronalen Somata angesiedelt sein 

soll. 

 

Eine Limitation der Studie stellt das lange Postmortal-Intervall der untersuchten Gewebeproben 

dar, wobei es im Angesicht der Pandemiesituation und damit verbundenen Belastungen nicht 

gelungen ist diese relevant zu verkürzen. Postmortale Veränderungen und Abbauprozesse 

(Autolyse) erschweren die Interpretation morphologischer, immunhistochemischer und 

molekularer Analysen aufgrund einer oft nur begrenzten strukturellen Erhaltung. Durch die 

Kryokonservierung wurde die Virusdetektionsmöglichkeit wahrscheinlich verbessert, da das 

Formalin die RNA-Integrität beeinträchtigt105, wobei diesbezüglich für SARS-CoV-2 keine 

systematischen Vergleiche bekannt sind. Bei anderen Viren ist allerdings eine Reduktion der 

Virusdetektionsmöglichkeit um 2log10 in FFPE-Material beschrieben106. Auch die Hypoxiezeit 

spielt wahrscheinlich eine entscheidende Rolle. 

 

Neben neuen Erkenntnissen über die möglichen Eintrittspforten von SARS-CoV-2 in das Gehirn 

konnten Einblicke in die gewebetypischen Veränderungen der Riechschleimhaut sowie des ZNS 

bei COVID-19 gewonnen werden. Dies zeigt trotz Limitierungen das außerordentliche Potential 

von systematischen Autopsiestudien bei dem Verständnis neuer Erkrankungen. Kenntnisse über 

die Pathophysiologie von COVID-19 sind Grundvoraussetzung zur Entwicklung gezielter 

Therapien und Biomarker sowie einer verbesserten Diagnostik.  
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