Aus dem Institut fir Neuropathologie

der Medizinischen Fakultat Charité — Universitatsmedizin Berlin

DISSERTATION

Neuropathologische Veranderungen bei schwerem COVID-19

Neuropathological changes in severe COVID-19

zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultat

Charité — Universitatsmedizin Berlin

von

Jenny Meinhardt

aus Magdeburg

Datum der Promotion: 25.06.2023



Inhaltsverzeichnis

ADKUIZUNGSVEIZEICNIS ... e e e e e e e e e e areaa s 4
ADDIIAUNGSVEIrZEICNNIS .o 6
TabEllENVEIZEICHNIS .o e e e ettt e e e e e e e e e eatt e e e e e eeeeeannes 7
ZUSAMIMENTASSUNG ..o e i 8
N 1] 4 = T PSP 10
L EINTURTUNG e e e e e e e et r e e e e e e e e aaeraaas 11
1.1. Humanpathogene COMONAVITEIN ......cccoeeeeeeeeee e 11
1.2. Neurologische Manifestationen einer SARS-CoV-2-Infektion...........ccccooooieiiiiiiiiiennne, 12
1.3. Die Riechschleimhaut - Schnittstelle zwischen dem zentralen Nervensystem und dem
TS o1 = V10 1] (= | PP 13
1.3.1. Der Aufbau der Riechschleimhaut ..o 13
1.3.2. Die Riechschleimhaut als mdgliche Eintrittspforte in das ZNS .............cccccceieeeeeee. 16
I T T B 1= T =T od ] = L o S 16
1.4. Molekulare Mechanismen des Zelleintritts von SARS-COV-2 ........cccooveeiiiiiiiiiieeeeeeeeee, 16
1.5. Bisherige neuropathologische Autopsiestudien an COVID-19 Verstorbenen.................. 17
1.6, ZICISEIZUNG ... 17
2. Materialien UNd MethOTIK...........uuuiieiiiii e eansennnnnnnnsnnnne 19
2.1. Verwendete Chemikalien, Reagenzien, Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien, Gerate
0 a0 IS0 1 V7= T = TSR 19
2.1.1. Chemikalien UNd REAGENZIEN ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 19
2.1.2. Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien ..............cccooooummmimimimimiiieeeen. 20
2.1.3. Priméar-, Sekundarantikérper und FArbekKits ...........cccovviiiiiii i, 20
B B =T = (= 0T Lo N £ 21
D BT o 1 1= (= P 21
2.2. Studienpopulation und Datenerhebung ..............ooo i 22
2.2. 1. EtNIKEIKIAIUNG ... 22
2.3. ProbengewinnUNG ........ooooiiiiiiii 22
2.3.1. Entnahme der ZNS-Gewebeproben ... 23
2.3.2. Entnahme der Riechschleimhaut..............ooouiiiiiiiie e 24
2.3.3. Entnahme von Liquor cerebrospinaliS..............ooiiioiiiiiiiiiiae e 25
2.3.4. Weitere asservierte GEWEDEPIODEN ............uuuiiuuiiiiiiiiiiiiiiii e 25
2.4. Probenasservierung und -aufarbDeitung ... 26
2.4.1. Asservierung fir den PCR-Nachweis von SARS-COV-2........coovvvviiiiiiiiieeeeeeeiiiin, 26
2.4.2. Asservierung fiur histopathologische und immunhistochemische Analysen.............. 26



2.4.3. Methoden der KryOKONSEIVIEIUNG ........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiseesssneeneneennee 27

2.4.4. Asservierung fur elektronenmikroskopische Untersuchungen..........ccccooooevvvvviiinnnnnn. 28

2.5. Nachweis von SARS-CoV-2-RNA einschlief3lich subgenomischer (sg)RNA................... 28
2.6. HUMAN CYLOKING AITAY ...coeiiiieieeeeee et 29
2.7. Histopathologie und Immunmarki€rung............oooeiiiiiiiiiiiie et e e 30
2.7.1. Histopathologische FArDUNGEN ...........uuiiiiiii e 30
2.7.2. IMMUNMATKIEIUNG....ceeiiiiie e e e e e e e e e et a e e e e e e e e e ettt s s e eeaeeesaeeeanns 30
2.7.3. SARS-COV S THC ..ottt e et e e eaa s 30
2.7.4. ImMUNFIUOIESZENZ (IF) ..ueei e e e e 31
2.8. In-situ-Hybridisierung (ISH) ........ccooiiii 32
2.9. Elektronenmikroskopische Verfahren...............ooooiiiiii e, 32
2.9.1. Ultrastrukturanalyse an FFPE-Material ................cooiiuiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeees 33
N O TS = 111 1 USRS 33
2.11. BildDEArbEITUNG ....cvvei e e e e et s e e e e e e e e et e e e e e aaaane 33
L B DN S S e 35
3.1. Charakterisierung der StudienNKONOME.........c.ooooiiiiiiiee e 35
3.1.1. DemMOgrafiSCRE DALEN...........uuuiiiiiiiiiiiiiii e 35
3.1.2. ErKrankuUNQSUAUET .......uuuiiii e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaeeaa s 35
3.1.3. Neurologische Verénderungen wahrend COVID-19-Infektion..............cccccuvvviiininnnns 36
3.1.4. Weitere KINISChe DAtEN ..........coiiiiiiiiiiiiie et 37

3.2. SARS-CoV-2 Viruslast in ausgewahlten Gewebeproben..........cccccvvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn, 38
3.3. Histopathologische & immunhistochemische Charakterisierung der Riechschleimhaut.. 41
3.4. SARS-CoV-2 Tropismus innerhalb der Riechschleimhaut..................cccooviiiiiinnniiins 44
3.4.1. Ultrastrukturanalyse VON SARS-COV-2 .........uuuuuumiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeneeeeeenneee 44
3.4.2. Kolokalisation von SARS-CoV Spike-Protein mit neuralen/neuronalen Zellen ......... 45

3.5. Neuropathologische Befunde bei Verstorbenen mit einer SARS-CoV-2-Infektion .......... 46
3.5.1. SARS-CoV-2-Immunhistochemie in ZNS-Gewebeproben ..........cccccceeiiiiiiiiiiiiinnnn. 48
3.5.2. COVID-19-assoziierte Immunantwort im ZNS-Gewebe ............cccccvvveiiiiiiiiiiiiiiiiininns 49

3.6. Entziindungsmediatoren im Liquor cerebrospinalis ..............ooooiiiiiiieiiiiiiii e 49
I T ES] U 17 o 1 o SRR 51
LIteratUIrVErZEICHNIS ..uui it e e e e e e e e e e e et e e e e e e e eerreaa s 56
EidesstattliChe VerSICNEIUNG ..... i e e e 67
Anteilserklarung an der erfolgten Publikation ..........ccccooiiiiiiiiiiii e, 68
PUBD TTKBEION L. 69
Auszug aus der Journal SUMMANY LiSt.........coiiiiiiiiiiiiiie et e e 69
Druckexemplar der ausgewahlten PUbliKation ..............cooiiiiiiiii e 70



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). https://doi.org/10.1038/541593-020-00758-5. ......c.ceveeeereeeererereeeereeeennen. 70
LEDENSIAUT ... 81
Komplette PUDITKAtIONSTISTE. ... ..uiiiiiiiiiiiii i ennenne 82
(D= T a1 G- To [ 1 o USSP 86



Abklrzungsverzeichnis

pM
ACE2
ADEM
AEC
ALS
ARDS
BD
BMI
Bz
CAA
CCL2
COPD
COVID-19
CoVs
CSF
DAB
DRG

MERS-CoV
MVZ
NCAM-1
NICE

NF

Mikromolar

Angiotensin-konvertierendes Enzym 2
Akute disseminierte Enzephalomyelitis
3-Amino-9-Ethylcarbazol

Amyotrophe Lateralsklerose

Acute Respiratory Distress Syndrome
Bowman-Drisen

Body-Mass-Index

Basalzellen

Zerebrale Amyloidangiopathie
CC-Chemokin-Ligand-2

Chronisch obstruktive Lungenerkrankung
Coronavirus-Krankheit-2019
Coronaviren

Cerebrospinal fluid

3-3'-Diaminobenzidin

Dorsale respiratorische Gruppe
Elektronenmikroskopie

Formalin-fixiert, Paraffin eingebettet
Saures Gliafaserprotein

Stunde

Humanes Coronavirus
Hamatoxylin-Eosin

Humanes Leukozytenantigen (DR-Region)
im engeren Sinne

Immunfluoreszenz

Immunhistochemie

Interleukin

In-situ-Hybridisierung
Interquartilsabstand

Koronare Herzkrankheit

Middle East respiratory syndrome-related coronavirus
Mikrovilli-Zelle

Neurales Zelladh&sionsmolekul 1
National Institute for Health and Care Excellence

Neurofilament



NRP Neuropilin

OEG Olfactory ensheathing glia

OLIG2 Oligodendrozyten Transkriptionsfaktor 2
OMP Olfaktorisches Markerprotein

ORN Olfaktorisches Rezeptorneuron

PAS Periodsaure-Schiff-Reaktion

PART Primary age-related tauopathy

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PEM Post-Exertional Malaise

PMI Postmortem-Intervall

REM Rasterelektronenmikroskop

RNA Ribonukleinsaure

RNP Ribonukleoprotein

RSV Respiratorisches Synzytial-Virus

SAB Subarachnoidalblutung

SARS-CoV Severe acute respiratory syndrome coronavirus 1
SARS-CoV-2 Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
SARS-CoV S SARS-CoV Spike-Protein

sgRNA subgenomische Ribonukleinséaure

sICAM-1 Losliches interzellulares Adh&asionsmolekul-1
TEM Transmissionselektronenmikroskop
TMPRSS2 Transmembrane Serinprotease 2

TuJl Neuronspezifisches Klasse-IlIB-Tubulin

u.a. unter anderem

VRG Ventrale respiratorische Gruppe

ZNS Zentralnervensystem



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1. Aufbau der Riechschleimhaut.

Abbildung 2. Enthahme der Riechschleimhaut.

Abbildung 3 Evaluation der Gewebequalitat kryokonservierter Gewebeproben.

Abbildung 4. COVID-19-Todesfalle nach Altersgruppe und Geschlecht.

Abbildung 5. Nachweis von SARS-CoV-2-RNA mittels RT-qPCR.

Abbildung 6. Inverse Korrelation zwischen Erkrankungsdauer und Viruslast.

Abbildung 7. Histopathologische und immunhistochemische Charakterisierung der
Riechschleimhaut

Abbildung 8. Nachweis von SARS-CoV via Immunhistochemie, In-situ-Hybridisierung
und Elektronenmikroskopie.

Abbildung 9. Uberblick der SARS CoV S IHC-Ergebnisse in ZNS-Proben.

15
24
28
36
40
41

43

45
48



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1.
Tabelle 2.
Tabelle 3.
Tabelle 4.
Tabelle 5.
Tabelle 6.
Tabelle 7.

Verwendete Chemikalien und Reagenzien.

Verwendete Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien.

Verwendete Antikorper.
Verwendete Geréte und Kits.
Verwendete Software.
Charakteristika der Studienkohorte.
Neuropathologische Befunde.

19
20
20
21
21
37-38
47



Zusammenfassung

Einleitung Eine Infektion mit dem neuartigen Erreger SARS-CoV-2 verursacht
COVID-19 und geht in mehr als einem Drittel der Félle mit einem breiten Spektrum neurologischer
Symptome einher, deren Atiopathogenesen bisher nicht vollumfanglich geklart sind. Riech- und
Geschmacksstérungen, insbesondere die Anosmie und Ageusie, sind fir einen Teil der
Patienten*innen sogar die fiuhrenden 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
Kklinischer Daten und (neuro-)pathologischer Untersuchungen wurden SARS-CoV-2-spezifische
Veranderungen des ZNS ermittelt. Zur Quantifizierung pro- und antiinflammatorischer Zytokine
im Liquor der Verstorbenen wurde ein humaner Zytokin Array (Bio-techne) durchgefihrt. 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 ischamische Infarkte (n=13/86; 15%) und
frische Blutungen (n=13/86; 15%) sowie eine starke angeborene Immunantwort, vermittelt durch
HLA-DR+ Mikroglia mit korrelierender Erhéhung proinflammatorischer Mediatoren wie IL-6, IL-
18, CCL2 und sICAM-1 im Liquor, sind die fuhrenden Veranderungen im ZNS. Die hdchste
Viruslast liel3 sich mittels gPCR in der Riechschleimhaut detektieren. SQRNA fand sich am
haufigsten 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 Gefal3endothelzellen fand sich eine distinkte Immunreaktivitat fur 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 fihrt im ZNS zu einer Immunantwort mit Aktivierung von HLA-DR+ Mikroglia und

erhdhten Spiegeln von Entziindungsmediatoren.



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. SQRNA 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 iliness 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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Manteltext

Die folgenden Ausfiihrungen stellen eine vertiefte Darstellung der Publikation, Jenny Meinhardt*,
Josefine Radke*, Carsten Dittmayer*, Jonas Franz, Carolina Thomas, Ronja Mothes, Michael
Laue, Julia Schneider, Sebastian Brinink, Selina Greuel, Malte Lehmann, Olga Hassan, Tom
Aschman, Elisa Schumann, Robert Lorenz Chua, Christian Conrad, Roland Eils, Werner Stenzel,
Marc Windgassen, Larissa RoRler, Hans-Hilmar Goebel, Hans R. Gelderblom, Hubert Martin,
Andreas Nitsche, Walter J. Schulz-Schaeffer, Samy Hakroush, Martin S. Winkler, Bjérn Tampe,
Franziska Scheibe, Péter Kortvélyessy, Dirk Reinhold, Britta Siegmund, Anja A. Kihl, Sefer
Elezkurtaj, David Horst, Lars Oesterhelweg, Michael Tsokos, Barbara Ingold-Heppner, Christine
Stadelmann, Christian Drosten, Victor Max Corman, Helena Radbruch und Frank L. Heppner
,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)%, dar.

*In dieser Publikation teile ich mir die Erstautorenschaft mit PD Dr. Josefine Radke und Dr.
Carsten Dittmayer.

1. Einfihrung

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 Ausloser 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-0C43), HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-HKU1, Severe acute respiratory syndrome
coronavirus (SARS-CoV), Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) und
SARS-CoV-2 bekannt!=3,

Endemisch zirkulierende, humane CoVs (HCOV-NLG63, -229E, -OC43 und -HKU1) haben weltweit
eine hohe Inzidenz und gelten als Ursache von etwa 15 - 30% der mild verlaufenden

respiratorischen Infektionen®.

Die drei zoonotischen Coronaviren MERS-CoV, SARS-CoV und SARS-CoV-2 sind
hochpathogene Erreger, die beim Menschen schwere (fatale) Atemwegssyndrome und
Pneumonien auslésen kdnnen. MERS-CoV und SARS-CoV flhrten 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
hauptséachlich in den ostasiatischen Landern, seit 17 Jahren wurde es nicht mehr im Menschen
detektiert.

1.2. Neurologische Manifestationen einer SARS-CoV-2-Infektion
Eine SARS-CoV-2-Infektion 16st vornehmlich akute respiratorische Erkrankungen aus, geht
jedoch in mehr als einem Drittel der Falle auch mit einem breiten Spektrum neurologischer

Manifestationen einher>’.

Beeintrachtigungen des zentralen (ZNS) und peripheren Nervensystems (PNS) wurden in der
Vergangenheit bereits im Zusammenhang mit allen humanpathogenen Coronaviren® sowie auch
anderen respiratorischen Viren, zum Beispiel dem Respiratory syncytial virus (RSV) oder dem

Influenzavirus beschrieben?.

Von den sieben bekannten humanpathogenen Coronaviren werden drei in der Literatur als
neurotrop beschrieben: HCoV-229E, HCoV-OC43 und SARS-CoV?°. In einer Autopsiestudie
wurde zudem gezeigt, dass HCoV-OC43 und/oder HCoV-229E im ZNS persistieren kbénnen und
in 48% der in dieser Studie untersuchten Gehirne RNA der humanen Coronaviren detektiert

werden konntel®.

Die mit einer COVID-19-Erkrankung assoziierten klinischen neurologischen Manifestationen
koénnen in den unterschiedlichen Krankheitsstadien (akut, chronisch, parainfektids) auftreten und
umfassen ein weites Spektrum. Zu den am hé&ufigsten beschriebenen neurologischen
Symptomen zahlen Riech- und Geschmacksstérungen, deren Préavalenz in einem
systematischen Review und einer Metaanalyse! auf 47,4% geschatzt wird. Analysiert wurden
die Daten von 38.198 SARS-CoV-2-infizierten Personen aus 104 Studien. Riech- und
Geschmacksstdrungen gelten als typisches Frihsymptom und stellen fir einen Teil der

Patient*innen sogar die fiihrenden Symptome einer SARS-CoV-2-Infektion dar*?.

Weiterhin beschrieben werden milde Symptome wie Kopfschmerzen, Midigkeit, Schwindel und
Muskelschmerzen bis hin zu schweren neurologischen Komplikationen wie Krampfanféllen,
intrazerebralen Blutungen, entzindlichen Verdnderungen des ZNS sowie zerebrovaskularen
Ereignissen®’13-16_ Eine retrospektive Fall-Kontroll-Studie aus New York legte dar, dass eine
SARS-CoV-2-Infektion als unabhangiger Risikofaktor fir das Auftreten akuter ischamischer

Schlaganfalle anzusehen ist'’.
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Um die neurologischen Begleit- und Folgeerscheinungen zusammenzufassen wurde die
Bezeichnung ,Neuro-COVID*“!® eingefiihrt und in einer US-amerikanischen Studie zusatzlich eine

Einteilung in 3 Schweregrade - Neuro-COVID Grad | - 1l vorgeschlagen?®®.

Bei einem Teil der Patient*innen treten auch noch Wochen nach einer akuten SARS-CoV-2-
Infektion Spatfolgen auf, welche als ,Long COVID” bzw. ,Post-COVID-Syndrom” beschrieben
werden?>?!, Durch das National Institute for Health and Care Excellence (NICE) wurden
Symptome, die langer 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 erklart werden kénnen?2.

Die in Studien beschriebenen Langzeitsymptome sind sehr heterogen. Haufig beschriebene
neurologische ~ Phanomene sind die ,Post-COVID-Fatigue™®24,  eine allgemeine
Leistungsminderung sowie eine Symptomverschlechterung nach geringer korperlicher und
geistiger Aktivitat im Sinne einer “Post-Exertional Malaise“ (PEM). Uberdies beschrieben werden
eine anhaltende Dyspnoe, Palpitationen, Kopfschmerzen, Gelenkschmerzen, Muskelschmerzen,
Geruchs- und Geschmacksstérungen®2¢ sowie infolgedessen eine Abnahme der subjektiv
wahrgenommenen Lebensqualitat. Die weiterfihrende Charakterisierung dieser Langzeitfolgen
im Hinblick auf die Epidemiologie, mogliche Risikofaktoren und die pathophysiologischen
Mechanismen ist Forschungsschwerpunkt aktueller Studien?27 und bisher nicht abschlieRend

geklart.

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

Der von zahlreichen SARS-CoV-2-Infizierten beschriebene plétzliche Geruchsverlust riickte die
Untersuchungen der Rezeptionszone des menschlichen Geruchssinns, die sogenannte
Riechschleimhaut, in den Fokus meiner Untersuchungen. Interessanterweise gelangt unsere
Atemluft bei Durchstromen 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
Nasenmuschel®2°. Millionen von Riechsinneszellen® - die olfaktorischen Rezeptorneurone

(ORNSs) - sind inmitten von Stutzzellen, Mikrovilli-Zellen, Basalzellen und Bowman-Driisen
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eingebettet, und vereinigen sich gesamthaft zu einem pseudostratifizierten olfaktorischen Epithel

- dem Riechepithel.

Hauptbestandteil des Epithels bilden die Stlutzzellen, die als hochprismatische Zellen durch alle
Epithelschichten ziehen und Rezeptorneurone, Mikrovilli-Zellen sowie Bowman-Drisen
umgeben. Sie dienen der Gewebestatik®. Apikal weisen die Stitzzellen einen dichten
Birstensaum aus Mikrovilli auf. Ihre Zellkerne arrangieren sich in den oberen Epithelschichten,
oberhalb der Zellkerne der ORNs®2. Studien beschreiben dartiber hinaus magliche Funktionen im
Hinblick auf den Metabolismus des Epithels, der Sekretion, Resorption und Phagozytose von
Zellbestandteilen®.

ORN: s sind bipolare Nervenzellen. Mittels ihrer dendritischen Fortsatze ragen sie aus der mittleren
Epithelschicht bis an die Epitheloberflache und formen dort Auftreibungen, sogenannte “dendritic
knobs”, aus denen 10 bis 30 immotile Zilien hervorgehen®. Basal verjiingen 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 kdnnen gemafl dem Stadium ihres
Reifungsprozesses in die Subpopulationen “unreife” und “reife” ORNs eingeteilt werden. Unreife
ORNSs exprimieren neuronale Marker wie Neurofilament (NF), Neurales Zelladhasionsmolekiil
(NCAM) sowie Neuronspezifische Klasse-IlIB-Tubulin (TuJ1)34. Spezifisch fur reife ORNSs ist die
zusatzliche Expression des olfaktorischen Marker-Proteins (OMP). Spate neuronale
Vorlauferzellen und neu reifende ORNs zeigen zudem eine vorlibergehende Expression des
Transkriptionsfaktors Olig23%3¢. Der Nervenzellbesatz der Riechschleimhaut ist diskontinuierlich,
neben nervenzellhaltigen Arealen finden sich eingestreut Epithelinseln ohne Nachweis

olfaktorischer Rezeptorneurone®’.

Olfaktorische Gliazellen (olfactory ensheathing glia (OEG)) umhiillen die Axone der ORNs nach
Durchtreten der Basalmembran. Einzele Studien beschreiben einen mdglichen Transport von
Viruspartikeln entlang der auf diese Weise gebildeten kleinen Kanalchen®t. OEGs sind Schwann-
Zell-ahnliche Gliazellen und exprimieren unter anderem S-100, Vimentin sowie Saures
Gliafaserprotein  (GFAP)*. Dieser Zellpopulation werden Axon-regenerierende und
wachstumsfordernde Potenziale zugesprochen®®4!, Interessanterweise werden OEGs aufgrund
ihrer Ahnlichkeiten zu Gliazellen als potentielle Zielstruktur von Viren angesehen®?. In einer Studie

wurde hierbei gezeigt, dass OEGs durch das Humane Herpesvirus 6 infiziert werden konnen*?,

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

aus. Als Stammzellen verfligen sie Uber das Potenzial der Differenzierung und dienen der
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Regeneration und Plastizitat des Riechepithels. Erstaunlicherweise kénnen 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 kolbenférmige Zellen, deren Zellkerne
sich am weitesten apikal im Epithel anordnen. Auch ihr apikaler Zellpol wird von einem Saum aus

Mikrovilli iberzogen, basal bilden sie einen diinnen, Axon-ahnlichen Fortsatz aus*.

Unterhalb der Basalmembran, in der Lamina propria gelegen, finden sich tubuloalveolére Driisen,
die sogenannten Bowman-Driisen. Sie produzieren den Mukus, der das Epithel Giberzieht sowie
Enzyme und Transportproteine enthélt, die dem Transport der Odorantien zu den
Geruchsrezeptoren der ORNSs dienen?®,

— Liquor cerebrospinalis

Olfaktorisches Epithel

Mvz

Mukus

Abbildung 1. Aufbau der Riechschleimhaut.

Unreife olfaktorische Rezeptorneurone (UORN) und reife olfaktorische Rezeptorneurone (rORN) werden von
Stitzzellen (*) und Mikrovilli-Zellen (MVZ) umgeben. Olfaktorische Gliazellen («— ) umhdillen die Axone der bipolaren
Rezeptorneurone nach Durchtritt durch die Basalmembran auf ihrem Weg durch die Lamina propria und Lamina
cribrosa zum Bulbus olfactorius. Basalzellen (BZ) bilden, direkt der Basalmembran aufsitzend, die tiefen
Epithelschichten aus. Sie verfuigen tiber das Potential der Differenzierung und dienen der Regeneration und Plastizitat
des Epithels. Tubuloalveoldare Bowman-Drisen (BD), deren Drusenkérper in der Lamina propria liegen, produzieren
Mukus, der das Epithel apikal iberzieht und Enzyme sowie Odorantien-bindende Proteine enthalt.

Darstellung modifiziert aus ,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)".
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1.3.2. Die Riechschleimhaut als mdgliche Eintrittspforte in das ZNS

Der Viruseintritt iber das Riechepithel und den Bulbus olfactorius in das ZNS wurde in Tierstudien
bereits flr verschiedene Viren, u.a. dem Influenzavirus A, Parainfluenzavirus, Herpesvirus und
West-Nil-Virus beschrieben*®#’. Nach intranasaler Inokulation mit dem Influenza-A-Virus H5N1
konnte in Mausen Virusantigen in ORNs“® sowie dem Bulbus olfactorius*® nachgewiesen werden.
Als mogliche Mechanismen des Virustransports werden (1) der anterograde axonale Transport
nach Infektion olfaktorischer Rezeptorneurone sowie (2) die Ausbreitung entlang der durch die
olfaktorischen Gliazellen gebildeten Kanalchen diskutiert*6. Diesbezigliche Untersuchungen der
humanen Riechschleimhaut beschréanken sich auf nur singulare Fallberichte®.

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 gezeigt®.

1.3.3. Die Riechbahn

Die in der Riechschleimhaut gelegenen Rezeptorneurone stellen - als primére Sinneszellen - den
Beginn der Riechbahn dar. lhre Axone blindeln 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 ORNSs. Uber synaptische Kontakte mit den sog. Buschelzellen
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 préapiriforme
Kortex (primare 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 olfactorii®>®* bzw. Signal-Veranderungen im Gyrus

rectus® 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 Oberflache befindlichen Spike (S)-Proteins an
das transmembrandre Enzym Angiotensin-konvertierendes Enzym 2 (ACE2) in humane
Wirtszellen eindringen kann®®. Unterstitzt wird die Zellbindung zusétzlich durch die Interaktion
mit Heparansulfat®’, (2) Die Spaltung des S-Proteins, das sog. S-Protein-Priming, sowie der
Zelleintritt werden durch die Endoprotease Furin sowie die transmembranaren Serinproteasen
TMPRSS2 und TMPRSS4 aber auch Cathepsin B und L (CTSB/CTSL) ermdglicht®®°8, Studien
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weisen daraufhin, dass im ZNS und der Riechschleimhaut das Rezeptorprotein Neuropilin-1
(NRP-1) als weitere Bindungsstelle fir SARS-CoV-2 dienen kdnnte, sodass weitere Rezeptoren

als mogliche Eintrittspforten in Betracht zu ziehen sind®%°,

Einzelzellanalysen geben Aufschluss Uber die Expression dieser Eintrittsfaktoren auf zellulérer
Ebene und somit Hinweise auf die Anfalligkeit unterschiedlicher Zellpopulationen im Hinblick auf
eine SARS-CoV-2-Infektion®%62,

Die starkste Koexpression von ACE2 und TMPRSS2 im Bereich des Respirationstraktes wurde
erstaunlicherweise in den Epithelzellen der Nasenschleimhaut nachgewiesen®, sodass
anzunehmen ist, dass die Nasenhothle eine Schlisselrolle bei der Infektion, Replikation und
Verbreitung von SARS-CoV-2 einnimmt. Frihere Tierstudien legen zudem nahe, dass SARS-
CoV bei intranasaler Infektion von Mausen, die menschliches ACE2 exprimieren, in das Gehirn
gelangen kann®*, Fur SARS-CoV-2 wurde eine ACE2-abhangige Neuroinvasion im SARS-CoV-
2-Mausmodell sowie in menschlichen Gehirn-Organoiden gezeigt®®.

Olfaktorische Rezeptorneurone zeigen keine oder eine nur geringe Expression von ACE2%667,
jedoch konnte im Mausmodell eine Expression von NRP1 in den neuronalen Zellen der

Riechschleimhaut nachgewiesen werden®°.

1.5. Bisherige neuropathologische Autopsiestudien an COVID-19 Verstorbenen

Als fihrende Veranderungen im ZNS von Verstorbenen mit einer SARS-CoV-2-Infektion fanden
sich in den bisherigen neuropathologischen Autopsiestudien: (1) eine ausgepragte
Mikrogliaaktivierung®-"3, (2) akute ischamische Schadigungen in Form von akut hypoxisch-
ischamischen Enzephalopathien sowie akuten fokalen Hirninfarkten’®7274-79  Weiterhin
beschrieben werden (3) thrombosierte BlutgefaRe’>’"’® und (4) frische (Mikro-)Blutungen

perivaskular sowie innerhalb des Parenchyms™""=7°,

In Einzelfallen wird das Auftreten (5) entziindlicher Veranderungen des ZNS wie einer akuten
disseminierten Enzephalomyelitis (ADEM)"®, einer hirnstammbetonten Enzephalitis’ oder einer

Meningoenzephalitis'® beschrieben.

Matschke et al.”® 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) moglicher Wege des ZNS-Eintritts sowie
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(3) der begleitenden Veranderungen im ZNS von Verstorbenen mit einer COVID-19 Erkrankung;
als Schlussel fur ein besseres Verstandnis der Diagnhose, Prognose und mdglicher

therapeutischer MalBhahmen.
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2. Materialien und Methodik

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

Gerate und Software

2.1.1. Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 1. Verwendete Chemikalien und Reagenzien.

Substanz [Ergdnzende Bezeichnung/Informationen]

Bezugsquelle

3,3'-Diaminobenzidin [DAB]
3-Amino-9-ethylcarbazol [AEC]

4' 6-Diamidin-2-phenylindol [DAPI]
Antikoérper-Verdunnungslésung [ProTags®]
Aqua destillata

Azophloxin-Ldsung

Bleicitrat-Ultrastain

Citratpuffer [pH 6,0]

Einbettharz [LR White Resin]
Einbettmedium Fparaplast Plus
Einbettmedium fur Kryogewebe [Tissue-Tek® O.C.T.™ ]
Eindeckmedium [Cytoseal™ XYL, permanent]
Eindeckmedium [wéssrig]
Eisen-Hamatoxylin Weigert A/B

Entkalker soft, SOLVAGREEN®

Eosin

Ethanol [196%, 80%, 70%]
Formaldehydlésung [4%, gepuffert, pH 6,9]
Glutaraldehyd [2,5%)]

Hamatoxylinlésung

HEPES-Puffer [0,05 pM, pH 7,2]

Isopentan [2-Methylbutan]

Lichtgrun SF-Léung

Meerrettichperoxidase [HRP]
Natriumcacodylatpuffer

Orange G Farbstoff

Osmiumtetroxid

Periodsaure

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung [Gibco® PBS]
Schiffs Reagenz

Toluidinblau

Triton X-100

Trockeneis

Uranylacetat

Wasserstoffperoxid [30%]
Wolframatophosphorséure

Xylol

Ziegenserum [10%]

Agilent Dako, Santa Clara, USA

Agilent Dako, Santa Clara, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Quartett GmbH, Berlin, DEU

B. Braun SE, Melsungen, DEU

Merck, Darmstadt, DEU

Leica Microsystems, Wetzlar, DEU
DCS, Hamburg, DEU

London Resin Company, Berkshire, UK
McCormick Scientific, St. Louis, USA
Sakura Finetek, Staufen im Breisgau, DEU
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Waldeck GmbH, Munster, DEU

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU
Waldeck GmbH, Minster, DEU

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU
SAV Liquid Production GmbH, Flintsbach, DEU

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DEU
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Merck, Darmstadt, DEU

Agilent Dako, Santa Clara, USA

Merck, Darmstadt, DEU

VWR International, Radnor, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Serva, Heidelberg, DEU

Merck, Darmstadt, DEU

Merck, Darmstadt, DEU
Avantor, Radnor, USA

Agilent Dako, Santa Clara, USA

Eigene Abbildung
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2.1.2. Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2. Verwendete Gebrauchs- und Verbrauchsmaterialien.

Name [Ergdanzende Bezeichnung/Informationen]

Hersteller

3M™ Aura™ Atemschutzmaske 1863+ FFP3
AlphaTec® 2500 Standard Microgard Anzug
Biopsiestanze fir FFPE-Gewebe [3,0 mm]
Cryomaster® Kryo-Aufbewahrungsboxen aus Karton
Deckglaser

Diamantmesser [Histo Jumbo]

Diamantmesser [Ultra 35°]

Einbettkassetten

Einmal-Spritze [5ml, 10ml, 20mi]
Einweg-Pinzetten

Einweg-Skalpell

Falcon™ konische Zentrifugenréhrchen [10 ml]
Korkplattchen

Kryo-Tubes [1,5 ml]

Matrix™ Lagerungsréhrchen [1,4 mil]
Objekttrager

Pipettenspitzen

Sterican® Kaniile [G19]

3M United Kingdom PLC, Berkshire, UK
Ansell, Richmond, AUS

pfm medical, Kéin, DEU

neolLab, Heidelberg, Deutschland

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen, DEU
Diatome, Nidau, CHE

Diatome, Nidau, CHE

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen, DEU
B. Braun SE, Melsungen, DEU

VWR International, Radnor, USA

B. Braun SE, Melsungen, DEU

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
SLEE Medical GmbH, Mainz, DEU

Sarstedt AG % Co. KG, Numbrecht, DEU
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen, DEU
Eppendorf AG, Hamburg, DEU

B. Braun SE, Melsungen, DEU

Eigene Abbildung

2.1.3. Primar-, Sekundarantikérper und Farbekits

Tabelle 3. Verwendete Antikérper.

Bezeichnung Merkmale

Verdiinnung Hersteller

Primérantikérper

Anti-S100-A1 Kaninchen, polyklonal 1:3000 Agilent Dako, Santa Clara, USA

Anti-SARS Spike Glykoprotein murin, monoklonal 1:100 Abcam, Cambridge, GBR

Anti-AE1/AE3 murin, monoklonal 1:200 Agilent Dako, Santa Clara, USA

Anti-S100-A9 murin, monoklonal 1:200 OriGene Technologies, Rockville, USA
Anti-CD56 murin, monoklonal 1:200 Bio-Rad AbD Serotec Limited, Oxford, GBR
Anti-OMP Ziege, polyklonal 1:1000 Fujifilm Wako Chemical Industries, Osaka, JPN
Anti-BllI-Tubulin Kaninchen, monoklcnal 1:2000 Abcam, Cambridge, GBR

Anti-NF200 Kaninchen, polyklonal 1:100 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Anti-ACE2 Kaninchen, polyklonal 1:3000 Proteintech, Great Lakes, USA

Anti-OLIG2 Kaninchen, polyklonal 1:150 IBL International GmbH, Hamburg, DEU
Sekundarantikdrper und Kits

Alex Flour™ 488 AffiniPure Ziege-Anti-Kaninchen-IgG ~ 1:100 Jackson ImmunoResearch Lab., West Grove, USA
Alex Flour™ 555 Ziege-Anti-Maus-1gG 1:100 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Alexa Fluor™ 555 Tyramide SuperBoost™ Kit

iVIEW™ DAB Detection kit

ultraView Universal Alkaline Phosphatase Red

Detection Kit

EnVision Detection SystemsPeroxidase/DAB  Kaninchen, Maus

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Ventata Medical Systems, Oro Valley, USA

Ventata Medical Systems, Oro Valley, USA
Agilent Dako, Santa Clara, USA

Eigene Abbildung
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2.1.4. Gerate und Kits

Tabelle 4. Verwendete Gerate und Kits.

Name [Ergdnzende Bezeichnung/Informationen]

Hersteller

Benchmark XT Autostainer

CCD-Kamera fur TEM [MEGAVIEW G3]

FEI TEM Tecnai™ Spirit
Fluoreszenzmikroskop Olympus BX63
Kuhlschrank [4°C]

Kuhlzentrifuge Megafuge® 1.0R
Laser-Scanning-Mikroskop Olympus FluoView FV1000
MagNAPure 96-Systems

Microm Glas-Eindeckautomat CTM6

Microm Rotationsmikrotom 355S
Mikroskop-Digitalkamera DP80

Olympus BX50 Durchlichtmikroskop
Oszillosage mit Staubabsaugung [HB8888-01V]
Ultramikrotom fiir Kunstharzschnitte [Ultracut E]
Ultraschallentkalker [USE 33]
Ultratiefkiihlschrank [-80°C]

Warmeplatte fiir Semidiinnschnitte
Warmeschrank [40,3°C]

Wasserbad fur Paraffinschnitte [Typ 1052, 42°C]
Zeiss Axiolab 5 Durchlichtmikroskop

Zeiss Gemini 300 REM

Zeiss TEM 906 [Leo]

Ventata Medical Systems, Oro Valley, USA
EMSIS, Munster, DEU

FEI, Eindhoven, NLD

Olypmus, Tokio, JPN

Liebherr, Bulle, CHE

Heraeus®, Hanau, DEU

Olypmus, Tokio, JPN

Hoffmann-La Roche, Basel, CHE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Olypmus, Tokio, JPN

Olypmus, Tokio, JPN

HEBU medical GmbH, Tuttlingen, DEU
Reichert-Jung, Wetzlar, DEU

MEDITE Medical GmbH, Burgdorf, DEU
Panasonic, Osaka, JPN

Medax, Neumiinster, DEU

Heraeus®, Hanau, DEU

GFL, Leverkusen, DEU

Carl Zeiss, Oberkochen, DEU

Carl Zeiss, Oberkochen, DEU

Carl Zeiss, Oberkochen, DEU

Kits

Human Cytokine Array Kit

MagNAPure 96 DNA und Viral NA Large Volume Kit
RNAScope 2.5 HD Reagent Kit-BROWN

Qubit dsDNA HS Assay-Kits

Bio-Techne, Minneapolis, USA
Hoffmann-La Roche, Basel, CHE

ACD, Newark, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

2.1.5. Software

Tabelle 5. Verwendete Software.

Eigene Abbildung

Name [Ergdnzende Bezeichnung/Informationen]

Entwickler

Adobe Photoshop CS4
ATLAS 5

CorelDRAW 2019
Excel 2016

Fiji

GraphPad Prism 9
SAP GUI

Adobe, Mountain View, USA

Carl Zeiss, Oberkochen, DEU

Corel Corporation, Ottawa, CAN
Microsoft Corporation, Redmond, USA
Open source Software (https://imagej.net)
GraphPad Software, Inc. , USA

SAP, Walldorf, DEU

Eigene Abbildung

21



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 Méarz 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 verdachtig auf das Vorliegen einer SARS-CoV-2-Infektion sind (n=2
von 33), auf. Die Durchfiihrung der Obduktionen erfolgte am Institut fiir Neuropathologie und
Pathologie der Charité - Universitadtsmedizin Berlin (n = 26, darunter eine Zuweisung aus dem
Institut fur Pathologie der DRK Kliniken Berlin (n=1)) und dem Institut fur Rechtsmedizin der
Charité - Universitatsmedizin Berlin (n=1 von 33). Die neuropathologische Obduktion dieser
Patient*innen wurde durch mich ausgefuihrt. Im Rahmen einer Kooperation wurden sechs
Patient*innen, die an einer COVID-19-Infektion verstorben sind und im Institut for
Neuropathologie und Pathologie des Universitatsklinikums Géttingen obduziert wurden, in unsere
Studie eingeschlossen (n=6 von 33). Im Zeitraum von August 2020 bis Mai 2021 erfolgte am
Institut fir Neuropathologie und Pathologie der Charité - Universitdtsmedizin Berlin die Obduktion
von weiteren 58 Patienten*innen mit Nachweis eines positiven PCR-Test auf SARS-CoV-2 vor
dem Versterben (Ngesam=91); die Obduktionen wurden von mir durchgefihrt bzw. begleitet. Die
Obduktionen erfolgten auf der Rechtsgrundlage des 81 SRegG BE des Obduktionsgesetzes von
Berlin und des 825 Abs. 4 des Infektionsschutzgesetzes. Die Einverstandniserklarungen der
Angehorigen wurden erteilt. Sicherheitsvorkehrungen wie das Tragen von FFP2-Masken,

Schutzanzugen, Schutzbrillen/Visieren und schnittfesten Handschuhen wurden getroffen.

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

(elektronischen) Patient*innenakten.

2.2.1. Ethikerklarung
Diese Studie wurde von den lokalen Ethikkommissionen (Berlin: EA1/144/13, EA2/066/20 und
EA1/075/19; Gottingen: 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 Ganzkérperobduktion einschlief3lich histopathologischer
Begutachtung durchgefiihrt. Aufgrund der Pandemiesituation und damit einhergender

Belastungen konnte die Obduktion lediglich in 11 Féllen innerhalb von 24 h nach Todeseintritt

22



durchgefuhrt (PMI < 24h), in allen anderen Fallen lag das Postmoral-Invertall zwischen einem bis
acht Tagen. Um die Vergleichbarkeit und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten
erfolgte die Probenentnahme systematisch und standardisiert. Detaillierte Ablaufe werden

nachfolgend beschrieben.

2.3.1. Entnahme der ZNS-Gewebeproben

Nach Eréffnung der Schadelkalotte und Dura mater cranialis erfolgte die Enthahme des Gehirns,
sowie die unmittelbare Asservierung von Nativmaterial des Bulbus olfactorius (h=57), der Medulla
oblongata (n=58) sowie des Kleinhirns (n=51) fur den Nachweis von SARS-CoV-2-RNA im
Gewebe via PCR. Zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen zwischen unterschiedlichen
Gewebeproben wurden die Praparationsinstrumente nach jeder Probenentnahme gewechselt
bzw. gereinigt und die Proben unter mdglichst geringer Manipulation des Gewebes enthnommen.
Folgend wurde das Gehirn entweder nativ (d.h. unfixiert) oder bei fortgeschrittener Autolyse bzw.
einem Postmortalintervall (PMI) >24 Stunden nach 14-tagiger Gewebefixierung in 4%iger PBS-
gepufferter Formaldehydldsung aufgearbeitet. Die Dura mater cranialis wurde abgeldst, inspiziert
und der Sinus sagittalis superior mittels Koronarschere ertffnet. Nach Begutachtung des Gehirns
von aul3en wurde der Circulus arteriosus Willisii von der Hirnbasis abprapariert. Nachfolgend der
Hirnstamm und das Kleinhirn vom Grof3hirn abgetrennt und die Gro3hirnhemispharen mit dem
Hirnmesser nach Virchow anhand koronarer Schnittfihrungen in ca. 10 - 15 mm dicke Scheiben
zerlegt. Die Lamellierung des Hirnstamms erfolgte mittels transversaler Schnittfiihrungen im
Abstand von 5 mm. Das Kleinhirn wurde anhand sagittaler Schnittfihrungen aufgearbeitet. Fur
histopathologische und immunhistochemische Analysen wurden standardisiert Gewebeproben
aus den nachfolgend gelisteten Hirnregionen entnommen: Frontallappen rechts, Basalganglien
links, Hippocampusformation rechts einschlieRlich Plexus choroideus, Mesencephalon mit
Substantia nigra, Pons auf Hohe Locus coeruleus, Medulla oblongata mit Nuclei olivares
inferiores, Hypophyse, Kleinhirnkortex und -marklager mit Nucleus dentatus rechts, Thalamus,
Amygdala, Bulbus olfactorius. Bei Nachweis pathologischer Gewebeveranderungen erfolgte eine

zusatzliche Gewebeentnahme aus den individuellen Lasionsorten.

2.3.1.1. Entnahme des Ganglion trigeminale

Kranial der Felsenbeinpyramide im Cavum trigeminale gelegen findet sich das Ganglion
trigeminale, ein sensibles Ganglion des flinften Hirnnervens, des Nervus trigeminus. Dieses liegt
eingebettet zwischen zwei Blattern der Dura mater und wurde beidseits sorgféltig aus dieser

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

Nach Entnahme des Gehirns gelangt die vordere Schadelgrube zur Darstellung, die das Dach
der Orbita und Nasenhohle bildet. Die Asservierung der Riechschleimhaut erfolgte standardisiert
Uber die Enthahme eines quaderférmigen Gewebeblocks, der mittels FlachmeiRel und Hammer
aus der vorderen Schadelgrube prapariert wurde (Abbildung 2). Die Schleimhaut direkt unterhalb
der Siebbeinplatte wurde vorsichtig von dem darunterliegenden Knochen abgeldst und asserviert
(n=57).
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Abbildung 2. Entnahme der Riechschleimhaut.

Schnittbildanatomie des Kopfes. A, Sagittalebene. B, Frontalebene. C, Transversalebene. Praparationslinie zur
Entnahme eines Gewebeblockes aus der vorderen Schadelgrube (schwarz gestrichelt; A - C). A, wichtige
anatomische Regionen (R), R1 = Riechschleimhaut, R2 = Bulbus olfactorius, R3 = Tuberculum olfactorium, R4 =
Uvula, R5 = Ganglion trigeminale, R6 = Medulla oblongata, R7 = Kleinhirn. D, Makroskopische Abbildung des
entnommenen Gewebeblockes. Region der direkt unterhalb der Lamina cribrosa (Pfeile; A - D) asservierten
Riechschleimhaut (weil® gestrichelt). A, B, modifiziert aus ,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)". C, D, eigene Abbildung.
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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 Marz 2020 bis Juli 2020 verstorben sind und ein PMI von maximal 24 Stunden aufwiesen
(n=4). Hierfur wurde nach Er6ffnung der Schadelkalotte und Entnahme der Dura mater cranialis
das Ventrikelsystem punktiert. Liquorproben wurden unmittelbar nach Entnahme von mir in der
Kuhlzentrifuge Heraeus® Megafuge® 1.0R fiir 5 Minuten bei 500g zentrifugiert, der Uberstand
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 flr weitere Studien - so
erfolgte die Aufarbeitung eines Falles in ,Ihlow J, Seelhoff A, Corman VM, Gruber AD, Dokel S,
Meinhardt J, Radbruch H, Spath-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, Bulttnerova 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 BIl, 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 zugeflhrt. Die Prozesse des Biobankings (Praparation,

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

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

Um den Nachweis von SARS-CoV-2-RNA im Gewebe via PCR durchzufihren wurden kleine
Gewebeanteile der nachfolgenden Regionen an das Institut fur Virologie der Charité -
Universitatsmedizin Berlin Ubergeben: 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
hierfur natives Material (gekuhlt auf zerkleinertem Eis) nach der Sektion analysiert. Im Verlauf
wurden die Gewebeproben zunéchst im Ultratiefkihlschrank (-80°C) kryoasserviert,

zwischengelagert und zu einem spateren Zeitpunkt analysiert.

2.4.2. Asservierung fur histopathologische und immunhistochemische Analysen

Fur die neuropathologische Begutachtung von Gewebeproben wird Ublicherweise Formalin-
fixiertes Paraffin-eingebettetes (FFPE)-Gewebe genutzt, wodurch (1) das Gewebe konserviert
wird, (2) die Gewebemorphologie sehr gut erhalten bleibt und (3) diinne, gleichmaRige
Schnittpraparate erstellt werden koénnen. Auch im Rahmen dieser Studie wurde fir
histopathologische und immunhistochemische Analysen (IHC) sowie die In-situ-Hybridisierung
(ISH) FFPE-Gewebe genutzt. Die Konservierung und Stabilisierung der Gewebeproben erfolgte
geman unserer im Institut fir Neuropathologie der Charité - Universitatsmedizin Berlin genutzten
standardisierten pathologischen Asservierungstechniken. Hierfiir wurden native bzw. 14-tagig
fixierte Gewebeproben prapariert, in Einbettkassetten eingebracht, in 4%iger PBS-gepufferter
Formaldehydldsung Uber Nacht bei Raumtemperatur (nach-)fixiert, anschlieend in Alkohol und

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

Die Formalinfixierung von Gewebe fiihrt jedoch auch zu einer Modifizierung und Vernetzung von
Proteinen (sog. Crosslinking), wodurch die Immunreaktivitdét des Gewebes sinkt, sodass im
Rahmen immunhistochemischer Analysen Verfahren angewendet werden missen um die
verlorengegangene Immunreaktivitat (teilweise) wiederherzustellen (sog. Antigen-Retrieval). Da
einige Antikorper nicht in FFPE-Material genutzt werden kénnen existiert fur spezielle Analysen

ein Bedarf an kryokonserviertem Gewebe.
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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 Ultratiefkiihischrank (-80°C) eingebracht und “langsam” gefroren, (2) Proben
wurden in flissigen Stickstoff eingebracht, schockgefroren (-196,15°C) und anschlief3end in Kryo-
Tubes [1,5 ml] bei -80°C im Ultratiefkiihischrank aufbewahrt, (3) native Gewebeproben wurden
prapariert und auf Korkplattchen in Tissue-Tek® O.C.T. Compound eingebettet. Ein mit Isopentan
(2-Methylbutan) gefillter Metallbecher wurde in einen Stickstofftank gehangt, der flissigen
Stickstoff enthalt. Das Isopentan wird hierdurch heruntergekunhlt. Mittels Pinzette wurde das auf
dem Korkplattchen eingebettete Gewebe fiir ca. 1 Minute in die flissige Phase des Isopentans
gehalten, eingeforen und bei -80°C aufbewahrt.

Zur Evaluation der Gewebequalitdt wurden Kryostatschnitte angefertigt und mit Hamatoxylin-
Eosin (HE) sowie immunhistochemisch gefarbt. Eine qualitativ hochwertige Probe fir
histopathologische und immunhistochemische Analysen ist charakterisiert durch eine moglichst
gute Orientierbarkeit der Gewebeprobe, eine hohe Gewebeintaktheit sowie geringe Ausbildung
von Gefrierartefakten und/oder Eiskristallen. Diesbeziiglich erwies sich die Kryokonservierung in

Methylbutan gegeniber den anderen beiden Verfahren als tberlegene Methode (Abbildung 3).

Diese Art der Kryokonservierung gewahrt optimale Qualitat und erméglicht die Anwendung
komplexer Analysemethoden wie “Spatial Transcriptomics”, “Proteomics” oder “Single-cell-
/Single-nucleus RNA-Sequencing”, sodass die asservierten Gewebeproben in Folgestudien

weiter aufgearbeitet werden kdnnen.
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Abbildung 3. Evaluation der Gewebequalitit kryokonservierter Gewebeproben.

Immunhistochemische Farbungen von Kryostatschnitten (A-C, GFAP; D-1, HLA-DR). Gewebeproben des regelhaften
zerebralen Kortex (A-F) und eines Infarktareals (G-1) wurden mittels unterschiedlicher Arten der Kryokonservierung
asserviert und im Hinblick auf die Gewebequalitat evaluiert. A, D, G, Kryokonservierung in Isopentan. B, E, H,
Kryokonservierung in flussigem Stickstoff. C, F, I, ,langsames" Einfrieren im Ultratiefkiihischrank bei -80°C. Die
héchste Gewebequalitat ermdglicht die Kryokonservierung in Isopentan (linke Spalte). Gewebeproben, die in
flussigem Stickstoff kryoasserviert wurden zeigen eine maRiggradige Ausbildung von Gefrierartefakten/Eiskristallen
(mittlere Spalte). Die starksten artifiziellen Veranderungen zeigen die im Ultratiefkiihischrank bei -80°C (rechte Spalte)
eingefrorenen Gewebeproben. Hier lassen sich zahlreiche Gefrierartefakte und damit einhergehend eine deutliche
Abnahme der Gewebeintaktheit erkennen - wodurch die Beurteilbarkeit der Praparate eingeschrankt ist. MaRstab: A-
F:50 pm, G-I: 150 um. Eigene Abbildung.

2.4.4. Asservierung fur elektronenmikroskopische Untersuchungen
Um Proben fir elektronenmikroskopische Untersuchungen zuganglich zu machen, fixierte ich

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

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

die Dehydratisierung unter Verwendung einer absteigenden Acetonreihe und die Einbettung in
Einbettharz (LR White Resin).

2.5. Nachweis von SARS-CoV-2-RNA einschlie3lich subgenomischer (sg)RNA
Methode der Wahl fiir den Nachweis von SARS-CoV-2-RNA im Gewebe ist die PCR®. Der
Nachweis von SARS-CoV-2-RNA im Autopsiegewebe erfolgte im Institut fur Virologie der Charité
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- Universitatsmedizin Berlin. Fir 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) gemanR
den Anweisungen des Herstellers. An den RNA-Extrakten wurde eine quantitative Echtzeit-PCR
fur SARS-CoV-2 durchgefuihrt®!, die das SARS-CoV-2 E-Gen als Zielsequenz nutzt. Die
Quantifizierung der viralen RNA wurde unter Verwendung photometrisch quantifizierter in vitro
RNA-Transkripte durchgefiihrt. 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 fur jede Probe mindestens einmal wiederholt.

Der Nachweis von subgenomischer (sg)RNA als Korrelat der aktiven Virusreplikation im
getesteten Gewebe wurde unter Verwendung von Oligonukleotiden durchgefiihrt, 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
beschrieben®.

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 gemal den
Herstelleranweisungen durchgefihrt (Bio-techne, Minneapolis, MN). Hierfir wurden die von mir
asservierten Liquorproben an das Institut fir Molekulare und Klinische Immunologie der
Universitatsmedizin Magdeburg Ubergeben. Analysiert wurden somit alle Liquorproben von
Verstorbenen mit COVID-19, die zum Zeitpunkt der Analyse zuganglich waren (n=4).
Liguorproben von vier Patient*innen ohne COVID-19 dienten als Kontrollgruppe (n=4). Bei den
Kontrollproben handelte es sich um Liquorproben von Patient*Xinnen mit Amyotropher
Lateralsklerose, die im Rahmen einer Einwilligung zur Spende an die BrainBank des Instituts fur
Neuropathologie asserviert wurden. Mittels des humanen Zytokin Array erfolgte eine
semiguantitative Messung von 36 Zytokinen und verwandten Proteinen (CCL1, CCL2, MIP-1q,
CCL5, CD40L, C5/C5a, CXCL1, CXCL10, CXCL11, CXCL12, G-CSF, GM-CSF, ICAM-1, IFN -y,
IL-1aq, IL-1B, 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-a, TREM-1). Zwdlf dieser 36 Zytokine lagen in
unseren Proben Uber der Nachweisgrenze. Die verwendeten Membranen wurden unter
Verwendung der Ergebnisse fur die Positivkontrollen aufeinander normalisiert. Eine statistische
Analyse konnten wir aufgrund des nur eingeschrankten Zugangs zu adaquaten Liquorproben

(PMI < 24h) und der dadurch bedingten geringen Probengrdl3e (n=4) nicht durchfiihren.
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2.7. Histopathologie und Immunmarkierung

Zur Untersuchung der mit einer SARS-CoV-2-Infektion einhergehenden ZNS-Veranderungen
sowie des Tropismus von SARS-CoV-2 wurden histopathologische Praparate unter Verwendung
von Spezialfarbungen sowie immunhistochemischer Markierungen angefertigt. Hierfir wurden 1
pm oder 4 um dicke Paraffinschnitte verwendet. Die Praparate wurden von mir sowie mindestens
einem/einer weiteren Neuropathologen/in an einem Lichtmikroskop im Hellfeldmodus gesichtet
und bewertet.

2.7.1. Histopathologische Farbungen

Die histologischen Farbungen: Hamatoxylin-Eosin(HE)-Farbung, Masson-Goldner-Farbung,
Periodséure-Schiff(PAS)-Reaktion, sowie die Toluidinblau-Farbung wurden in unserem Labor im
Institut fir Neuropathologie gemdaR routinemaRiger Standardverfahren an 4 pm dicken
Paraffinschnitten durchgefuhrt.

2.7.2. Immunmarkierung

Immunhistochemische Farbungen wurden entweder maschinell bei uns im Institut far
Neuropathologie der Charité - Universitatsmedizin Berlin auf einem Benchmark XT Autostainer
(Ventana Medical Systems, Inc.) oder von Hand (von mir bzw. im Institut fir Neuropathologie in
Gottingen) durchgefuhrt. Maschinelle Farbungen 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  Durchfihrung der manuellen Farbungen wird nachfolgend anhand der
immunhistochemischen Farbung mit dem Anti-SARS-Spike-Glykoprotein-Antikdrper (Klon 3A2,
ab272420, Abcam) beispielhaft ausfuhrlich erlautert. Gefarbte Schnittpréparate wurden in einer
absteigenden Alkohol- und Xylol-Reihe dehydratisiert und mit Cytoseal™ XYL permanent
Eindeckmedium bzw. bei Verwendung von AEC im wassrigen Medium eingedeckelt. Alle
verwendeten Primar- und Sekundarantikorper sind separat unter Punkt 2.1.3. Tabelle 3.

Verwendete Antikorper, aufgelistet.

2.7.3. SARS-CoV S IHC

Die immunhistochemische Farbung mit dem murinen, monoklonalen Anti-SARS-Spike-
Glykoprotein-Antikorper (Klon 3A2, ab272420, Abcam) erfolgte manuell. Hierfir wurden 1 um
dicke FFPE-Gewebeschnitte angefertigt, auf Objekitrager gezogen und dber Nacht im
Warmeschrank 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 fiir 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%) durchgefuhrt. Hierfir wurde in einem Objekttragerkasten nach Hellendahl
(far 8 Objekttrager bzw. 16 Objekttrager Riicken an Riicken) eine Losung bestehend aus 40 ml 1
x PBS-Puffer, 5 ml 30%iges Wasserstoffperoxid (H202) und 5 ml 10%iges Triton X-100
hergestellt. In dieser Losung wurden die Schnitte fur 15 Minuten belassen und anschlieRend
grindlich mit destilliertem Wasser gespult. Anschlie3end wurde das Gewebe fir 10 Minuten mit
10%igem Ziegenserum (Normal Goat) geblockt, bevor der Primarantikbrper (Anti-SARS-Spike-
Glykoprotein-Antikorper, Klon 3A2, ab272420, Abcam) 1:100 verdinnt in Antikdrper-
Verdinnungsmittel aufgetragen wurde und die Proben lber Nacht in der feuchten Kammer bei
4°C inkubierten. Am darauffolgenden Tag wurden die Schnitte zun&chst griindlich in 1x PBS-
Puffer gespillt und anschlieBend das Sekundarsystem (EnVision Detection System
Peroxidase/DAB, Agilent Dako, #K5007) auf das Gewebe gegeben und fir 60 Minuten in der
feuchten Kammer inkubiert. Es folgte eine erneute gundliche Spulung 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 Objekttréager wurden erneut mit
destilliertem Wasser gesplilt, mit Hamatoxylin gegengefarbt, entwassert und montiert.

Diese manuelle Farbung wurde von mir und im Institut fir Neuropathologie in Goéttingen
durchgefiihrt. Im Rahmen der Etablierungarbeit farbte 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)

Fur Immunfluoreszenzfarbungen wurde das unter 2.7.3. beschriebene Protokoll in den folgend
aufgelisteten Schritten angepasst. Nach Inkubation des Primarantikérpers tber Nacht bei 4°C
wurden Alexa Fluor™ 488- und Alexa Flour™ 555-konjugierte Sekundarantikdrper (Alex Flour™
488-konjugierter Ziege-Anti-Kaninchen-Antikorper, 1:100 in 10%igem Ziegenserum, Jackson,
111515003; Alex Fluor® 555-konjugierter Ziege-Anti-Maus-Antikoérper, 1:100 in 10%igem
Ziegenserum, Invitrogen) fur 60 Minuten auf die Gewebeschnitte aufgetragen. Die Entwicklung
erfolgte mit einem Tyramid verstarkendem Kit gemafl 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) gefarbt. Die Bildaufnahme
erfolgte mit dem automatischen Fluoreszenzmikroskop Olympus BX63 mit DP80-Kamera sowie
dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop Olympus FluoView FV1000 unter Verwendung eines

Olimmersionsobjektives mit 60-facher VergroRerung. Die Immunfluoreszenfarbungen wurden im
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Institut fir Neuropathologie in Goéttingen und bei uns im Institut fir Neuropathologie der Charité-
Universitatsmedizin Berlin durchgefihrt; die Auswertung der Farbungen 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 ausgewdahlten FFPE-Gewebeblécken wurden
Paraffinschnitte angefertigt, 60 Minuten im Warmeschrank bei 60°C getrocknet und
entparaffiniert, bevor eine milde Antigendemaskierung mit Target Retrieval-Puffer und Protease
durchgefuhrt wurde. Die vorbehandelten Schnitte wurden mit spezifischen PPIB-Sonden als
Positivkontrolle und DAPB-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 Hamatoxylin gefarbt und die
Objekttrager mit Eindeckmedium unter Deckglas eingedeckt. Die Durchfuihrung erfolgte durch die
iPATH.Berlin; die Auswertung erfolgte durch mich sowie mindestens einem/einer weiteren

Neuropathologen/in.

2.9. Elektronenmikroskopische Verfahren

Fur die Ultrastrukturanalyse der Autopsiegewebeproben wurden zunachst fixierte, dehydratisierte
und in Einbettharz (LR White Resin) eingebettete Gewebeproben (siehe 2.4.4.) mit einem
Ultramikrotom fur Kunstharzschnitte (Ultracut E, Reichert-Jung) und Diamantmesser (DIATOME,
histo jumbo) in 500-nm-Semidinnschnitte geschnitten, auf Objekttrager Gbertragen, bei 120 °C
auf einer Heizplatte kurz gestreckt und mit Toluidinblau bei 80°C gefarbt. 70-nm-
Ultradiinnschnitte wurden mit dem gleichen Ultramikrotom und einem Ultra 35° Diamantmesser
(DIATOME) geschnitten, mit Xyloldampf gestreckt, auf Pioloform-beschichteten Schlitzgittern
gesammelt und dann mit Bleicitrat gefarbt.

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) wurde unter Verwendung eines Zeiss TEM 906-
Mikroskops in Verbindung mit einer Charge-Coupled Device(CCD)-Kamera durchgefuihrt. Die
Bildaufnahme und Digitalisierung erfolgte mit einem Zeiss Gemini 300 Feldemissions-
Rasterelektronenmikroskop (REM) und REM-Detektor unter Verwendung der Software ATLAS 5
bei einer PixelgrolRe von 4—6 nm. Interessante Bereiche aus den angelegten Datenséatzen wurden
annotiert und dann mit einer Pixelgré3e von 0,5-1 nm in sehr hoher Auflésung aufgezeichnet.
Mittels dieses Verfahrens wurden die Gewebeproben morphologisch analysiert, um Erkenntnisse

Uber die Pathophysiologie von COVID-19 zu erlangen - der direkte Virusnachweis im Gewebe

32



gelang jedoch zunéchst nicht. FUr 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 durchzufiihren haben wir 3-mm-
Stanzbiopsiezylinder aus FFPE-Gewebeblocken der Riechschleimhaut einer an COVID-19
verstorbenen Person entnommen. Die jeweiligen gestanzten Areale wurden sorgfaltig auf
Grundlage der in der PCR-Untersuchung ermittelten Viruslast des Gewebes sowie des SARS-
CoV ISH- oder IHC-Signals ausgewahlt. Hierfir wurde vor der Entnahme der FFPE-Stanze an
Paraffinschnitten der Riechschleimhaut eine immunhistochemische Farbung mit Antikorpern
gegen Anti-SARS-Spike-Glykoprotein-Antikérper (Klon 3A2, ab272420, Abcam) sowie eine ISH
durchgefihrt, signalstarke Areale auf den histologischen Préparaten markiert und nach Abgleich
mit dem FFPE-Gewebeblock gestanzt. Die FFPE-Stanzbiopsiezylinder wurden anschlie3end in
Xylol entparaffiniert, rehydratisiert und in 1% Formaldehyd und 2,5% Glutaraldehyd in 0,05 uM
HEPES-Puffer (pH 7,2) fir mindestens 2-4 Stunden bei Raumtemperatur nachfixiert.
Nachfixierung, Blockkontrastierung (Gerbséaure, Uranylacetat) und Einbettung in EPON™-Harz
wurden nach einem Standardprotokoll durchgefiihrt. Ultradlinnschnitte wurden an einem TEM
(Tecnai™ Spirit, 120 kV) analysiert und Bilder wurden mit einer CCD-Kamera (Megaviewlll,

EMSIS) aufgenommen.

2.10. Statistik

Es wurden keine statistischen Methoden verwendet um StichprobengréZen im Voraus zu
bestimmen. Ich habe alle Personen, die an einer COVID-19-Infektion verstorben sind und mir/uns
zum gegebenen Zeitpunkt zugénglich waren in die Studie aufgenommen. Die StichprobengréRen
ahneln denen in friheren 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
durchgefuhrt werden. Histologische und immunhistochemische Praparate, ISH- und EM-
Ergebnisse wurden unabhangig 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 CoreIDRAW 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 Sattigung 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, Korpergréf3e 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 Fallen nicht vollstandig.

3.1.1. Demografische Daten

Im Zeitraum zwischen Marz 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 verdachtig 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%)
mannlichen Geschlechts. Das mittlere Alter bei Versterben betragt 69 Jahre (R = 26 bis 98 Jahre;
IQA = 16 Jahre). Ein Vergleich mit der Geschlechts- und Altersverteilung der deutschlandweiten
COVID-19-Todesfélle (Quelle: Robert-Koch-Institut Dashboard (Stand: 10/2021) verdeutlicht,
dass sich unsere Kohorte — als spezielle Autopsiekohorte - durch ein niedrigeres

Durchschnittsalter sowie einen héheren Anteil an Mannern 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 betragt 34,6 Tage (IQA= 22Tage). Der
Erkrankungsbeginn ist bei sechs Patent*innen unklar bzw. nicht dokumentiert (n= 6 von 90).
Gemal der Erkrankungsdauer haben wir die Kohorte in zwei Subgruppen gegliedert: als “akute”
Falle definierten wir Patient*innen mit einem Erkrankungsverlauf <14 Tage (n=19), als
“chronische” Falle Patient*innen mit einer Erkrankungsdauer >14 Tagen (n=65). Bei sieben

Patient*innen konnten keine Rickschlusse auf den Erkrankungsbeginn gezogen werden.
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COVID-19-Obduktionsfélle nach Altersgruppe und Geschlecht an der Charité-
Universitatsmedizin Berlin (Stand: 05/2021)
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Abbildung 4. COVID-19-Todesfélle nach Altersgruppe und Geschlecht.
A, COVID-19-Obduktionsfalle unserer Studienkohorte nach Altersgruppe und Geschlecht. B, COVID-19-Todesfalle

nach Altersgruppe und Geschlecht in Deutschland; Quelle: Robert-Koch-Institut: COVID-19-Dashboard (Stand:
10/2021).A,B, Angabe in absoluten Zahlen. Eigene Abbildung.

3.1.3. Neurologische Veranderungen wahrend COVID-19-Infektion

Eine unvollstandige Dokumentation der Patient*innendaten zeigte sich insbesondere im Hinblick
auf neurologische Veranderungen wahrend der COVID-19-Infektion. Informationen beztiglich der
Qualitat des Geruchs- und Geschmackssinns wurden lediglich bei zwei Patient*innen

dokumentiert, in diesen Fallen wurde ein Verlust der Geruchs- und Geschmackswahrnehmung
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(Anosmie, Ageusie) beschrieben. In allen anderen Fallen fanden sich diesbeziglich keine
Angaben in den elektronischen Patient*innenakten. Die dokumentierten neurologischen

Manifestationen werden in Tabelle 6 ndher dargestellt.

3.1.4. Weitere klinische Daten

Weitere Informationen zu bestehenden Vorerkrankungen, durchgefiihrten Therapien, den mit der
COVID-19-Erkrankung einhergehenden Komplikationen sowie der laut anatomisch-
pathologischer Sektion identifizierten Todesursache werden in Tabelle 6 abgebildet.

Tabelle 6. Charakteristika der Studienkohorte.’

Anzahl der Patient*innen mit COVID-19 (%)

Charakteristika

Gesamt

Akut

Chronisch

Patient*innenanzahl 91 19 [84] (23%) 65 [84] (77%)
Alter [Mittelwert in Jahren] 69 75 67
<35 5 (6%) 5 (8%)
35-59 11 (12%) 11 (17%)
60-69 26 (29%) 5 (26%) 20 (31%)
70-79 31 (34%) 5 (26%) 23 (35%)
>80 17 (19%) 9 (48%) 8 (12%)
Geschlecht
weiblich 23 (26%) 6 (32%) 17 (26%)
mannlich 67 (74%) 13 (68%) 54 (83%)
BMI
Anzahl der Pat. mit verfugbaren Daten 77 17 60
Mittelwert {IQA} 31{8,3} 29 {7,9} 32 {8,8)
Erkrankungsdauer [Tage]
Anzahl der Pat. mit verfugbaren Daten 84 19 65
Mittelwert {IQA} 35 {20} 9 {8} 41 {16}
Neurologische Verdanderungen wahrend
COVID-19
Anzahl der Patienten mit verfigbaren Daten 50 13 37
Keine neurologischen Symptome 17 (34%) 4 (31%) 13 (35%)
Kopfschmerzen 4 (8%) 0 4 (11%)
Desorientierung 3 (6%) 2 (15%) 1(3%)
Bewusstseinsstérungen 20 (40%) 7 (54%) 13 (35%)
Synkopen 3 (6%) 1 (8%) 2 (5%)
Dysarthrie 3 (6%) 0 3 (8%)
Ataxie 2 (4%) 0 2 (5%)
Persoénlichkeitsveréanderungen 2 (4%) 0 2 (5%)
Ganzkdérperschmerzen 3 (6%) 2 (15%) 1 (3%)

Komplikationen
ARDS
Sepsis/Septischer Schock
Akute zerebrale ischamische Schadigung
Intrakranielle Blutung

62 [83] (75%)
48 [83] (58%)
17 [86] (20%)
14 [86] (16%)

9 [17] (53%)
3[18] (17%)
3[19] (16%)
3[19] (16%)

53 [60] (88%)
44 [62] (71%)
14 [65] (22%)
11 [65] (17%)
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Therapien®

Invasive Beatmung
Nierenersatztherapie
Extrakorpoale Membranoxygenierung
Katecholamine
Kortikosteroide
Anti-IL-8/Anti-IL-1
Intravendse Immunglobuline
Vorerkrankungen
Bluthochdruck

KHK

Diabetes mellitus Typ Il

BMI > 30 kg/m?

COPD

Asthma bronchiale
Chronisches Nierenversagen

Tumorerkrankung in der Vorgeschichte

Neurodegenerative Erkrankung
Vorbekannte Hirninfarkte

COVID-19 Todesursache gemafR
anatomisch-pathologischer Sektion

Ja

Nein

Postmortales Intervall [Stunden]
<24 Stunden

>24 Stunden

Mittelwert {IQA}

61 [81] (75%)
43 [75] (56%)
31[83] (49%)
60 [79] (76%)
46 [74] (62%)
10 [72] (14%)

8 [71] (11%)

48 [81] (59%)
21 [81] (26%)
13 [81] (16%)

37 [78] (47%)
8 [81] (10%)
7 [81] (9%)
14 [81] (17%)
8 [81] (10%)
13 [80] (16%)
12 [80] (15%)

75[82] (91%)
7 [82] (9%)

17
73
84 {66}

6 [18] (33%)
4 [17] (24%)
2 [18] (11%)
7 [17] (41%)
6 [15] (40%)
0
0

11 [18] (61%)
7 [18] (39%)
4118] (22%)

6 [16] (38%)
1[18] (6%)

1[18] (6%)

6 [18] (33%)
2[18] (11%)
6 [17] (35%)
5[17] (29%)

14 [17] (82%)
3[17] (18%)

3
14
90 {71}

54 [61] (89%)
38 [56](68%)
29 [62] (47%)
54 [60] (90%)
40 [57] (70%)
10 [55] (18%)
8 [54] (15%)

35 [60] (58%)
12 [60] (20%)
9 [60] (15%)

31 [57] (54%)
7 [60] (12%)
6 [60] (10%)
5 [60] (8%)

5 [60] (8%)

6 [60] (10%)
7 [60] (12%)

58 [62] (94%)
4 [62] (6%)

12
52
77 {87}

! Daten sind angegeben als absolute Haufigkeiten; eckige Klammern geben die Anzahl der Patient*innen mit verfugbaren Daten bzgl. der
jeweiligen Fragestellung an; Angabe der prozentuellen Haufigkeit in runden Klammern.

2 20 Patienten*innen erhielten bei Beriicksichtigung vorliegender Patientenverfiigungen bzw. aufgrund einer hochpalliativen Vorerkrankung
keine Maximaltherapie.

Eigene Abbildung

3.2. SARS-CoV-2 Viruslast in ausgewahlten Gewebeproben

Der Nachweis von SARS-CoV-2-RNA via RT-PCR erfolgte in ausgewéhlten Gewebeproben
(Abbildung 5). Aufgrund des haufigen Auftretens von Geruchs- und Geschmacksstorungen
wahrend 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 Nasenhdhle erfolgt durch feine Nervenaste des V. Hirnnervens - dem N.

trigeminus. Da auch die Kornea und Konjunktiva durch Nervenaste des N. trigeminus innerviert
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werden und die Innervation der Mundhdhle sogar durch finf Hirnnerven (N. vagus, N. facialis, N.
trigeminus, N. glossopharyngeus, N. hypoglossus) erfolgt, untersuchten wir zusatzlich
Gewebeproben entlang dieser potentiellen Eintrittswege in das ZNS. Hierfur 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. FiUr 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 dariber hinaus
lebenswichtige Regulationszentren, die bei Schadigung zu einer zentralen Stérung der Kreislauf-

und Atemfunktion fuhren kdnnen.

Zur Untersuchung maglicher systemischer (vaskularer) 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 Uberblick der ermittelten Viruslast in den jeweiligen Gewebeproben. Die
grofte Anzahl an SARS-CoV-2-paositiven Proben sowie die héchste Viruslast fanden sich in der
Riechschleimhaut (nposiiv=39 von 57; 83%). Die zweithtchste Menge an SARS-CoV-2-RNA wurde
in den Gewebeproben der Uvula (nposiiv=20 von 45; 44%) gemessen. Eine niedrigere Viruslast
zeigte sich in der Kornea (Nposiiv=3 von 14; 21%), der Medulla oblongata (nposiiv=9 von 58; 16%),
der Arteria carotis interna pars cerebralis (npesiv=5 von 37; 14%), dem Ganglion trigeminale
(Nposiive=6 vON 46; 13%), dem Bulbus olfactorius (Npesiiv=7 von 57; 12%) sowie der Konjunktiva
(nposiiv=2 von 17; 12%). Die geringste Anzahl an SARS-CoV-2-RNA-positiven Proben fand sich
im Kleinhirn (Nposiiv=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 beteiligt®.

2 Das Atemzentrum steuert Uber ein Wechselspiel inspiratorischer und exspiratorischer Neuronengruppen die menschliche Ein- und
Ausatmung. Unterschieden wird eine dorsale respiratorische Gruppe (DRG) im Nucleus tractus solitarii mit hauptsachlich
inspiratorischen Neuronen und eine ventrale respiratorische Gruppe (VRG) im Bereich des Nucleus ambiguus mit sowohl
inspiratorischen als auch exspiratorischen Neuronen®,
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Abbildung 5. Nachweis von SARS-CoV-2-RNA mittels RT-qPCR.

Quantitative Daten fiir jedes Individuum, dargestellt auf einer logarithmischen Skala, normalisiert auf 10.000
diploide Zellen. A-C; Daten der Patient*innen, die im Zeitraum von Méarz 2020 bis Juli 2020 obduziert und in
~,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)." publiziert wurden (n=33). D-
F; Aktuelle Daten aller Patient*innen, die bis Mai 2021 analysiert wurden (n=58). Frauen werden als Dreiecke,
Manner als Kreise dargestellt.

A-C, modifiziert aus ,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)". D-F, eigene
Darstellung.

Subgenomische (sg)RNA, als Surrogat aktiver Virusreplikation, konnte am haufigsten 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 eingeschrankter Aussagekraft, da in diesen beiden Fallen 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 Praparation und/oder (2) im Rahmen einer Viramie 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 htchsten gemessenen
Viruslast in den ZNS-Gewebeproben (Merkmal A) und der Erkrankungsdauer der jeweiligen
Patient*innen (Merkmal B). D.h. es fanden sich hdhere 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 langeren Krankheitsdauer
(Abbildung 6; Korrelationskoeffizient nach Spearman r = -0,5, entspricht einem mittelstarken

negativen linearen Zusammenhang; p= 0,006).

log1oSARS-CoV-2-RNA Kopien/
10.000 Zellen

— O QLN —— 8@ —— @
20 40 60 80 100
Erkrankungsdauer [Tage]

Abbildung 6. Inverse Korrelation zwischen Erkrankungsdauer und Viruslast'.

Korrelationskoeffizient nach Spearman (r=-0,5; p=0,006). ' Héchster Wert in den ZNS-Proben. Modifiziert aus
~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)".

3.3. Histopathologische & immunhistochemische Charakterisierung der
Riechschleimhaut

Zur Visualisierung des Aufbaus der Riechschleimhaut und Untersuchung der anatomischen Nahe

zwischen neuralen/neuronalen Zellen und Epithelgewebe wurden histologische und
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immunhistochemische (Spezial-)Farbungen durchgefiihrt und mikroskopisch beurteilt (Abbildung
7).

Unter Zuhilfenahme von histopathologischen Ubersichtsfarbungen wie der HE-Farbung, der PAS-
Reaktion und der Masson-Goldner-Farbung gelingt es, einen Uberblick tiber die verschiedenen

Gewebestrukturen zu erlangen.

Die Epithelzellen zeigen eine kraftige Immunreaktivitat mit Antikdrpern gegen AE1/3 und
erscheinen zahlreich. Inmitten der Epithelzellen werden unreife ORNs mittels neuronaler Marker
wie Antikdrpern gegen Neuronspezifische Klasse-IlI-Tubulin (TuJ1) markiert. Fur die
Identifizierung und die spezifische Darstellung reifer ORNs wurden die Gewebeschnitte der
Riechschleimhaut mit Antikdrpern gegen das fir diese Zellpopulation spezifische olfaktorische
Markerprotein (OMP) gefarbt. In der TuJ1- und OMP-Immunhistochemie lassen sich deutlich die
in der mittleren Epithelschicht gelegenen Somata und die an die Epitheloberflache ziehenden
dendritischen Fortsatze darstellen. Vereinzelt konnen an der Epitheloberfliche auch sog.
“dendritic knobs” identifiziert werden. In der immunhistochemischen Farbung mit Antikdrpern
gegen den Transkriptionsfaktor Olig2 werden die spaten neuronalen Vorlauferzellen und neu
reifende ORNs hervorgehoben - hierbei handelt es sich um eine nukleare Farbung. Mit
Antikérpern gegen das Neurale Zelladhasionsmolekil 1 (NCAM-1, auch: CD56) sowie
Antikérpern S-100 werden insbesondere in der Lamina propria gelegene Strukturen markiert.
GroRere und kleinere periphere Nervenfaszikel lassen sich eindeutig identifizieren. Es lasst 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 Anfarbung der ORNs und
Visualisierung ihrer “ungeschiitzten” Lage im Riechepithel, wodurch (1) die anatomische Néhe
der olfaktorischen Neurone mit Nervenfasern, Schleimhaut(-epithelzellen) und Umwelteinfliissen
in der Nasenhohle verdeutlicht wird und (2) die berichteten Kklinisch-neurologischen
Veranderungen der Geruchs- und Geschmackswahrnehmung nahelegen, dass die

Riechschleimhaut als mégliche Eintrittspforte in das ZNS genutzt werden kann.
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Abbildung 7. Histopathologische und immunhistochemische Charakterisierung der Riechschleimhaut.
A, Makroskopische Abbildung eines entnommenen Gewebeblockes aus der oberen Nasenhodhle zur Entnahme der
Riechschleimhaut, Ansicht von frontal. B,C, Histopathologische Koronarschnitte durch die knécherne Lamina
cribrosa (gepunktete Linie in A-C) sowie der Nasennebenhdhlenregion und oberen Nasenhdhle zur
Veranschaulichung der anatomischen Nahe zwischen Riechschleimhaut (Pfeile in B und C) und S100-positivem
neuronalen Gewebe (braun in C). D, VergroRRerte Darstellung aus C. D, E, Mit Antikérpern gegen S100 und CD56
werden zahlreiche feine in der Lamina propria gelegene neurale/neuronale Strukturen markiert, welche bis zum
Riechepithel ziehen (Pfeile in D und E). F, Nukleare Anfarbung der spaten neuronalen Vorlauferzellen und neu
reifenden ORNs in der OLIG2-Immunhistochemie. G, Immunhistochemische Anfarbung der Zellkérper (schwarze
Pfeile) und dendritischen Fortsatze (weiRe Pfeilképfe) reifer OMP-positiver ORNs. H, In der immun-
histochemischen Farbung mit Antikérpern gegen TuJ1 werden unreife und reife ORNs markiert. MaRstab: B,C: 0,5
cm; D,E,G,H: 30 um; F: 50 um.

Abbildung modifiziert aus ,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)".
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3.4. SARS-CoV-2 Tropismus innerhalb der Riechschleimhaut

Um den Tropismus von SARS-CoV-2 in der Riechschleimhaut ndher zu untersuchen, fuhrten wir
an PCR-positiven Gewebeproben (1) immunhistochemische Farbungen mit dem Anti-SARS-
Spike-Glykoprotein-Antikdrper (Klon 3A2, ab272420, Abcam) und (2) den Nukleinsdurenachweis
mittels In-situ-Hybridisierung sowie (3) elektronenmikroskopische Untersuchungen durch.

Immunhistochemisch gefarbt und evaluiert wurden Paraffinschnitte der Riechschleimhaut von 10
Fallen, die ein positives Ergebnis in der PCR-Analyse zeigten. In 5 Féllen zeigte sich ein
deutliches feingranuldres, zytoplasmatisches Farbemuster Uberwiegend in den Epithelzellen
(Stutzzellen) sowie vereinzelt in Zellen mit dendritenartigen Auslaufern und Auftreibungen an der
Epitheloberflache, die sich rein morphologisch als ORNs qualifizieren (ohne zusatzliche
Anfarbungen im Sinne von Kolokalisationsstudien jedoch nicht sicher zuordnen lassen). In den
anderen 5 Fallen konnte immunhistochemisch kein Farbesignal detektiert werden.

Unter Zuhilfenahme der In-situ-Hybridisierung wurden Paraffinschnitte der Riechschleimhaut von
7 Fallen, die ein positives Ergebnis in der PCR-Analyse zeigten, analysiert. Hierbei konnte in 5
Fallen kein Signal detektiert werden. In zwei Fallen 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 méglich (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
Virus®. Um den Virusnachweis im Gewebe auf ultrastruktureller Ebene durchzufiihren, wurde ein
3-mm-Stanzbiopsiezylinder aus dem FFPE-Gewebeblock der Riechschleimhaut/respiratorischen
Schleimhaut angefertigt. Hierflr wurde das in Abbildung 8 B mit zwei Pfeilen markierte Areal auf
dem Schnittpraparat der ISH markiert, mit dem zugehdérigen FFPE-Gewebeblock abgeglichen,
dort markiert und gestanzt. Der Stanzzylinder wurde fur die Ultrastrukturanalyse neu eingebettet.
Elektronenmikroskopisch konnten in diesem Areal zahlreiche extra- und intrazellular lokalisierte,
intakte Coronaviruspartikel nachgewiesen werden. Der intrazellulare Nachweis gelang in Zilien-
tragenden Epithelzellen. ORNs konnten hingegen ultrastrukturell nicht sicher identifiziert und
somit die Fragestellung einer maoglichen Infektion der olfaktorischen Rezeptorneurone durch
SARS-CoV-2 nicht beantwortet werden.
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Abbildung 8. Nachweis von SARS-CoV via Inmunhistochemie, In-situ-Hybridisierung und
Elektronenmikroskopie.

A, Inderimmunhistochemischen Farbung mit Antikérpern gegen SARS-CoV Spike-Protein zeigt sich ein deutliches
(feingranuléres) zytoplasmatisches Farbemuster in den Epithelzellen (Stutzzellen) sowie vereinzelt in Zellen mit
dendritenartigen Auslaufern (Pfeilkopf) und Auftreibungen an der Epitheloberflache (Pfeile), die sich rein
morphologisch als ORNs qualifizieren. B, Mittels der SARS-CoV-2-RNA ISH zeigt sich ein kraftiges Signal in der
Schleimschicht, die das Epithel tberzieht. Weiterhin lasst sich ein kraftiges zytoplasmatisches Signal in einigen
Zellen des Reichepithels (Pfeile) nachweisen. C-F, Elektronenmikroskopische Untersuchung eines FFPE-
Stanzbiopsiezylinders. Der Entnahmeort der Stanze wurde mit dem ISH-Signal aus B abgeglichen (Stanze
entspricht dem Areal in dem der Stern sowie die zwei Pfeile in B lokalisiert sind). C, Zur Darstellung gelangen
zahlreiche extrazellular gelegene Coronaviruspartikel (Pfeile). Diese befinden sich in der Nachbarschaft zu
Kinozilien. D-F, Darstellung zahlreicher intrazellular gelegener Coronaviruspartikel innerhalb einer Zilien-
tragenden Zelle. E-F, Hoéhere VergroRerung aus D. F, Coronaviruspartikel (schwarze Pfeile) mit der
charakteristischen Substruktur mit Nachweis von (1) typischen Oberflachenstrukturen (schwarze Pfeilkopfe), (2)
heterogener, z.T. granuldrer, elektronendichter Innenstruktur, a.e. Ribonukleoprotein (RNP, weilRe Pfeilkopfe)
entsprechend, sowie einer (3) Virushtille (weil3e Pfeile). Malstab: A, 20 um; B, 50 um; C, 1 um; D, 2 um; E, 500 nm;
F,200 nm.

Abbildung entnommen aus ,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)".

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-Doppelfarbungen durchgefiihrt. Hierbei
wurde der Anti-SARS-Spike-Glykoprotein-Antikdrper (Klon 3A2, ab272420, Abcam) mit
verschiedenen neuralen/neuronalen Markern (Olfaktorisches  Markerprotein  (OMP),

Neuronspezifische Klasse-IlIB-Tubulin (TuJ1) und Neurofilament (NF200)) kombiniert. Hierbei
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fand sich eine Uberwiegend perinukledre Immunreaktivitat fir SARS-CoV Spike-Protein sowohl
in OMP-positiven, TuJ1-positiven als auch NF200-positiven Zellen.

Diese Doppelfarbungen wurden an drei Verstorbenen mit einer COVID-19-Erkrankung
durchgefuhrt. In allen drei Fallen zeigte sich eine Immunreaktivitat fir SARS-CoV Spike-Protein
in neuralen/neuronalen Zellen der Riechschleimhaut (n=3). Drei Kontrollpatient*innen ohne
SARS-CoV-2-Infektion zeigten keine Immunreaktivitat fir 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 Fallen keine wesentlichen
pathologischen Veranderungen (38%). Als unspezifische Zeichen des terminalen Herz-
Kreislaufversagens zeigten sich in diesen Fallen lediglich Zeichen der geringgradigen, globalen
Hirnschwellung ohne signifikant raumfordernden Effekt sowie vereinzelte akut hypoxisch-
ischamisch geschadigte Nervenzellen im Grofl3hirnkortex und Kleinhirn. Diese Verdnderungen
sind als sekundar, d.h. im Rahmen des Todeseintritts entstanden (agonale Veranderungen),

einzuordnen.

Als fiihrende akute pathologische Veranderungen fanden sich in Ubereinstimmung mit den
klinischen Daten!” sowie bisherigen Autopsiestudien’®-7274-7® (1) frische Blutungen in das
Hirnparenchym (Mikro- und Makroblutungen) sowie den Subarachnoidalraum (SAB) - die in 15%
der Falle nachgewiesen werden konnten - sowie (2) akute thromboembolische ischamische
Infarkte und Mikrothromben - ebenfalls in 15% der Falle. Weiterhin konnten in 7% der Falle
Zeichen der globalen akut hypoxisch-ischdmischen Enzephalopathie nachgewiesen werden.
Entziindliche Verénderungen, in Form einer Sepsis-assoziierten Enzephalitis, traten in
Einzelfallen auf (3%).

Bei einem Teil der Patient*innen fanden sich zudem bereits vorbestehende (chronische)
Veranderungen wie &ltere Hirninfarkte (16%; Stadium IIl, d.h. mehrere Wochen bis Jahre alt),
Zeichen der zerebralen Arteriosklerose und/oder Mikroangiopathie (16%), neurodegenerative
Veranderungen (9%; M. Alzheimer, Vaskulare Demenz) oder Zeichen der zerebralen
Amyloidangiopathie (6%). Diese Erkrankungen bestanden bereits vor der COVID-19-Erkrankung
der jeweiligen Patient*innen. In Einzelféllen 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 Fallen handelte es sich um schwer vorerkrankte, immunkompromittierte

Patient*innen.

46



Eine Auflistung der erhobenen neuropathologischen Befunde stellt Tabelle 7 dar.

Tabelle 7. Neuropathologische Befunde.

Neuropathologischer Befund Anzahl
Ohne wesentliche pathologische Veranderungen 34
Akute hypoxisch-ischamische Enzephalopathie 2
Akute hypoxisch-ischamische Enzephalopathie + Altere Hirninfarkte (Stadium IlI, kortikal) 1
Akute hypoxisch-ischdmische Enzephalopathie + Frische Einblutungen (Kleinhirn) 1
Akute hypoxisch-ischamische Enzephalopathie + Frische Mikroblutungen (Area prepiriformis, Pons) 1
Akute hypoxisch-ischédmische Enzephalopathie + Frische Stammganglienblutung 1
Akuter Hirninfarkt (Stadium |, Basalganglien) 1

Akuter Hirninfarkt (Stadium 1, Corpus Callosum) + Alter Hirninfarkt (Stadium Ill, Mediainfarkt) + Chronische
Leptomeningitis + Intraventrikulare Blutung
Akuter Hirninfarkt (Stadium |, Kleinhirn) + Subakuter Hirninfarkt (Stadium Il, temporal) + Frische Mikroblutungen (Hirnstamm

Akuter Hirninfarkt (Stadium |, Medulla oblongata) + Alter Hirninfarkt (Stadium IlI, striatokapsulér) + Zerebrale Mikroangiopatt
Akuter Hirninfarkt (Stadium |, Pons)

Akuter Hirninfarkt (Stadium |, Temporallappen)

Akuter Hirninfarkt (Stadium I; Gyrus frontalis medius) + Frische Mikroblutungen (Pons)
Akuter Hirninfarkt (Stadium 1ll, Thalamus)

Alter Hirninfarkt (Stadium lll, Basalganglien)

Alter Hirninfarkt (Stadium IlI, Kleinhirn)

Alter Hirninfarkt (Stadium 1ll, Mediainfarkt)

Altere Hirninfarkte (Stadium IlI, kortikal und cerebellar)

Altere Hirninfarkte (Stadium 111, kortikal)

Frische Parenchymblutung; Zerebrale Amyloidangiopathie (CAA)

Frische Subarachnoidalblutung; Frische Parenchymblutung

Frische Subarachnoidalblutungen (Kleinhirn)

Meningeosis carcinomatosa + Metastase eines Adenokarzinoms im Frontallappen
Morbus Alzheimer

Morbus Alzheimer + Frische Parenchymblutung

Morbus Alzheimer + Zerebrale Amyloidangiopathie (CAA)

Multiple akute Hirninfarkte (Stadium 1) + Multiple subakute Hirninfarkte (Stadium Il, Kortex, Basalganglien, Thalamus) +
Frische Parenchymblutungen + Zerebrale Arteriosklerose

Multiple akute Hirninfarkte (Stadium |, Mediainfarkt, Kleinhirn) + Alter Hirninfarkt (Stadium Ill, Basalganglien) + Zerebrale Ari
Multiple altere Hirninfarkte (Stadium Ill, kortikal und cerebellar)

Multiple Sklerose + Frische Parenchymblutungen + Multiple akute Hirninfarkte (Stadium |, kortikal, Basalganglien, Thalamus
Sepsis-assoziierte Enzephalitis

Sepsis-assoziierte Enzephalitis + Zerebrale Arterioskerose

Septisch-metastatische Herdenzephalitis (Candida)

Thrombosierte kleine BlutgefalRe

Zerebrale Amyloidangiopathie (CAA) + Akuter Hirninfarkt (Stadium |, Basalganglien) + Subakuter Hirninfarkt (Stadium I, Kle
Zerebrale Amyloidangiopathie (CAA) + Vaskuldre Demenz + Multiple dltere Hirninfarkte (Stadium I111)

Zerebrale Amyloidangiopathie (CAA) + Zerebrale Arteriosklerose

Zerebrale Arteriosklerose

Zerebrale Arteriosklerose + Alter Mikroinfarkt (Stadium Il1, Mittelhirn)

Zerebrale Arteriosklerose + Multiple altere Mikroinfarkte (Stadium lll, Kleinhirn) + Vaskuldre Demenz

Zerebrale Arteriosklerose + PART

Zerebrale Arteriosklerose + Zerebrale Mikroangiopathie

Zerebrale Toxoplasmose + Frische Subarachnoidalblutungen
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3.5.1. SARS-CoV-2-Immunhistochemie in ZNS-Gewebeproben

Um zu ermitteln, ob die oben beschriebenen morphologischen neuropathologischen
Veranderungen auf eine direkte Schadigung durch Invasion von SARS-CoV-2 in das ZNS-
Gewebe zuriickzufihren sind, fuhrte ich immunhistochemische Farbungen mit Antikbrpern gegen
Anti-SARS-Spike-Glykoprotein (Klon 3A2, ab272420, Abcam) an ZNS-Gewebeproben durch.
Immunhistochemisch gefarbt und evaluiert wurden Paraffinschnitte des Bulbus olfactorius (n=11),
der Medulla oblongata (n=10) sowie des Kleinhirns (n=5). Aufgrund der Haufung von akuten
thromboembolischen Ereignissen, Mikrozirkulationsstorungen und frischen Blutungen im ZNS -
aber auch in peripheren Organen®® - wurden zudem Areale mit histomorphologischem Nachweis
akuter thromboembolischer Infarkte mit Antikbrpern gegen Anti-SARS-Spike-Glykoprotein
gefarbt.

Hierbei ergab sich kein Nachweis von SARS-CoV Spike-Protein innerhalb des Hirnparenchyms.
Interessanterweise zeigte sich jedoch in einigen Préaparaten eine gewisse Immunreaktivitat fir
SARS-CoV Spike-Protein in den Endothelzellen kleinerer und gréRerer Blutgefalie; die Farbung
stellt sich perinuklear betont und feingranular dar. Die starkste Immunreaktivitat fand sich in den
GefaRendothelien innerhalb bzw. in der Umgebung von Infarktarealen. Abbildung 9
veranschaulicht die immunhistochemischen Farbeergebnisse in Gegentberstellung zu den

entsprechenden PCR-Daten.

Region Methode Ergebnis
7 8 9 10 1
O
Bulbus olfactorius
-
Medulla obl t O
edulla oblongata
]
IHC
Kleinhirn
PCR
IHC
Infarktareal
PCR

Abbildung 9. Uberblick der SARS-CoV S IHC-Ergbnisse in ZNS-Proben.

Visuelle Darstellung der immunhistochemischen Farbeergebnisse unter Verwendung des Anti-SARS-Spike-
Glykoprotein-Antikérpers in Gegenuberstellung zu den entsprechenden PCR-Daten. Positives Farbeergebnis bzw.
Nachweis von SARS-CoV-RNA via PCR (dunkelblau); Keine Immunreaktivitat bzw. kein Nachweis von SARS-CoV-
2-RNAvia PCR (grau). Schraffierte Flachen entsprechen nicht durchgefiihrten Analysen. Eigene Abbildung.
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Auffallig ist, dass ein ahnliches Farbemuster in geringerer Intensitat 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 langer zurtickliegende Falle 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 Spezifitat der immunhistochemischen
Farbeergebnisse in den Endothelien kritisch zu hinterfragen.

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

Die Evidenz fur eine direkte Schadigung des ZNS durch Virusinvasion erscheint auf Basis der
histomorphologischen und  immunhistochemischen Ergebnisse  gering,  wodurch
neuroimmunologische Pathomechanismen in den Vordergrund riicken. In Konkordanz mit
anderen Autopsie-Studien®®"® fanden wir eine starke Hochregulierung des humanen
Leukozytenantigens (HLA)-DR auf Mikroglia/Makrophagen. Evaluiert wurde hierfir die
immunhistochemische Farbung 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 Entziindungsreaktion aufwiesen. Da ein Grof3teil der COVID-19-
Patient*innen im septischen Schock/ an einer Sepsis versterben®’ - wobei es sich um eine
systemische Entziindungsreaktion mit Einfluss auf das ZNS handelt - wurden die
Farbeergebnisse zum anderen mit Patient*innen verglichen, die im Rahmen einer Sepsis
verstorben sind, jedoch keine SARS-CoV-2-Infektion aufwiesen.

Insgesamt konnte in 37 Fallen (82%) eine diffuse Hochregulation von HLA-DR auf Mikroglia und
Makrophagen im Vergleich zu den o0.g. Kontrollpatient*innen nachgewiesen werden. Neben einer
diffusen Hochregulation im Gewebe fand sich in 51% der Falle zusétzlich eine Akzentuierung im

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

3.6. Entzindungsmediatoren im Liquor cerebrospinalis

Als Korrelat dieser Mikrogliaaktivierung konnte im Liquor cerebrospinalis eine Erhdhung
proinflammatorischer Mediatoren wie Interleukin (IL)-6, IL-18, CC-Chemokin-Ligand 2 (CCL2)
und I6sliches interzellulares Adhasionsmolekil-1 (sICAM-1) detektiert wurden. In seltenen Féllen
kann eine COVID-19-Infektion mit einer besonders starken Ausschittung von Zytokinen, einem
sog. Zytokinsturm einhergehen kann. Aufgrund einer zunehmenden Durchléassigkeit der Blut-
Hirn-Schranke wahrend einer systemischen Entziindungsreaktion kdnnen hierbei Zytokine in den

Liquor cerebrospinalis Ubertreten. In der Literatur wird beschrieben, dass der COVID-19-
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assoziierte Zytokinsturm im Serum durch eine Erh6hung von u.a. IL-6, IL-18, IL-1[3, IP-10, TNF,

Interferon-y gekennzeichnet ist® — gut passend zu unseren Liquorbefunden.
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4. Diskussion

Ziel der Arbeit war es eine Grundlage fur das Verstandnis 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
Veranderungen im ZNS von Verstorbenen mit einer COVID-19-Erkrankung. Hierzu wurde auf
Basis einer systemischen interdisziplinaren Analyse eine grofe COVID-19-Autopsiekohorte
aufgearbeitet. Mehrere Autopsiestudien haben innerhalb der letzten eineinhalb Jahre wertvolle
Erkenntnisse im Hinblick auf die Pathophysiologie von COVID-19% und erste Einblicke in
histopathologische Verénderungen des ZNS im Zusammenhang mit einer SARS-CoV-2-Infektion
gegeben®8-72747579 7 pedenken ist, dass im Rahmen von Autopsiestudien spezielle Kohorten
mit schweren (letalen) COVID-19-Krankheitsverlaufen untersucht werden. Ein Grof3teil der
obduzierten Patient*innen verstarben im septischen Schock/ an der Sepsis®, 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 Uberwiegend um einzelne
Fallberichte’>”™  oder (kleine) Fallserien ohne Verwendung von  geeigneten
Kontrollgruppen®®797274 Nur einzelne Studien nutzen Kontrollgruppen, welche Patient*innen mit

nicht-septischen und systemisch entzuindlichen/septischen Krankheitsverlaufen inkludierten®®.

Untersuchungen von SARS-CoV-2 in Gewebeproben von COVID-19-Patienten tragen wesentlich
zum Verstandnis 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 dar®. Eine Methode, die innerhalb der letzten eineinhalb Jahres gut etabliert
wurde und im Verlauf der COVID-19-Pandemie sogar Einzug in das alltagliche gesellschaftliche

Leben der Bevolkerung Deutschlands fand.

Der Nachweis von SARS-CoV-2 im (Autopsie-)Gewebe unter Zuhilfenahme beispielsweise der
Immunhistochemie, In-situ-Hybridisierung oder Elektronenmikroskopie ist hingegen wenig
validiert®. 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 durchgefiihrt werden. Weiterhin sollte die Spezifitat und
Empfindlichkeit mit geeigneten Positiv- und Negativkontrollen analysiert werden. In der
vorliegenden Arbeit wurden sowohl Standardmethoden der Histopathologie zur Beschreibung

einer maoglichen COVID-19-spezifischen Gewebeschadigung 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 Farbungen und elektronenmikroskopischen Aufnahmen ist schwierig und
komplex, und stellt Wissenschaftler weltweit vor Herausforderungen bei hohem o6ffentlichem
Druck einen schnellen Erkenntnisgewinn zu erzielen. Oft fehlen in den bisher in der ersten Phase
der Pandemie publizierten Arbeiten notwendige Kontrollen und Ergebnisse wurden

Uberinterpretiert8-90-92,

Fur den von uns im Rahmen dieser Studie verwendeten Anti-SARS-Spike-Glykoprotein-
Antikérper (Klon 3A2, ab272420, Abcam) erfolgte durch den Hersteller keine Validierung im
Hinblick auf die Sensitivitat und Spezifitat. Weiterhin handelt es sich bei dem Antikdrper nicht um
einen spezifischen Antikdrper fir SARS-CoV-2, sodass eine potentielle Kreuzreaktivitat des
Antikérpers mit anderen Coronaviren nicht ausgeschlossen werden kann. Entsprechend der
aktuell gultigen 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 mitgefiihrt®, Im Rahmen der Anwendung des Antikorpers an FFPE-Proben aus dem
ZNS von an COVID-19-Verstorbenen detektierten wir eine feingranulare, perinuklear betonte
Immunreaktivitat fir SARS-CoV Spike-Protein in den Endothelzellen der Blutgefal3e. Kritisch zu
beleuchten ist, dass sich ein ahnliches Farbemuster in geringerer Intensitdt in 2 von 10
Negativkontrollen zeigte, was beispielsweise auf eine unspezifische Farbereaktion oder
Kreuzreaktivitat des Antikorpers mit anderen Coronaviren zurlckgefuhrt werden kodnnte.
Schwierigkeiten in der Interpretation der Farbeergebnisse finden sich auch in anderen

Studien80-94-%,

Die Elektronenmikroskopie ist der Goldstandard zur morphologischen Identifizierung eines Virus,
so auch von SARS-CoV-2. Aufgrund ihrer Komplexitat ist diese Methode jedoch nicht als
Screening Methode geeignet, sondern vielmehr zur Validierung. Die Durchfiihrung und
Interpretation von ultrastrukturellen Aufnahmen im (Autopsie-)Gewebe bergen zahlreiche
Fallstricke, welche nicht unterschétzt werden sollten. Fehlinterpretationen im Zusammenhang
mit dem elektronenmikroskopischen/ultrastrukturellen Nachweis von SARS-CoV-2 finden sich in
der Literatur haufig®-. Zahlreiche Arbeiten interpretieren subzellulare Strukturen wie

multivesikulare Korper (multivesicular bodies), umhiillte Vesikel, raues endoplasmatisches
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Retikulum oder geschwollene Mitochondrien féalschlicherweise als Coronaviruspartikel. Die
genannten Strukturen kdnnen aufgrund einer ahnlichen 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 fir
immunhistochemische Analysen und elektronenmikroskopische Untersuchungen zur
Verbesserung der Qualitat von COVID-19-Autopsiestudien notwendig. In ersten
Ubersichtsarbeiten werden die unterschiedlichen Detektionsmethoden von SARS-CoV-2- im
Gewebe bereits im Hinblick auf Fehlerquellen, Spezifitat und Sensitivitdit der Methoden
untersucht. Hierbei wird der PCR-Analyse und In-situ-Hybridisierung (d.h. RNA-basierten
Nachweismethoden) gegenlber dem Nachweis von viralen Proteinen bzw. Antigenen mittels
Immunhistochemie und Immunfluoreszenz eine hohere Sensitivitdt und Spezifitat

zugesprochen®.

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 fir SARS-CoV-2
Nukleoprotein in Nasenabstrichen von SARS-CoV-2-infizierten Personen mit Riechstérungen®’
sowie im Hamster-Tiermodell®® 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 fir eine direkte Invasion von SARS-CoV-2 in das
Hirnparenchym gering®%6570.99100 = ghgesehen 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 sein'®'. Weiterhin besteht die Md&glichkeit, 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 Ubermafiige Aktivierung

des Immunsystems im ZNS indirekt zu einer Schadigung des Gefalisystems und/oder des
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Hirngewebes filhren und Ursache der mit einer COVID-19-Erkrankung assoziierten
neurologischen Symptome sind.

Hierflr spricht auch, dass wir in Einklang mit anderen Studien im ZNS eine starke angeborene
Immunantwort, vermittelt durch HLA-DR+-Mikroglia als Effektoren einer myeloischen
Entzindungsreaktion, nachweisen konnten. In der vorliegenden Studie konnte darlber hinaus
gezeigt werden, dass sich als Korrelat dieser starken angeborenen Immunantwort auch im Liquor

cerebrospinalis eine deutliche Erh6hung proinflammatorischer Mediatoren fand.

Die ausgepragte Immunzellaktivierung im Hirnstamm konnte 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 beeinflussen®2,

Da Riech- und Geschmacksstérungen zu den am haufigsten beschriebenen neurologischen
Symptomen und als typisches Friihsymptom 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 ausgelosten Riechstérungen sehr plétzlich auf; sie variieren in ihrer Dauer
verschwinden jedoch in den meisten Fallen nach nur wenigen Tageni®,

Eine olfaktorische Dysfunktion nach Virusinfektion kann auf unterschiedlichen Mechanismen
beruhen. Bei einem Grol3teil der Betroffenen treten wéhrend der Infektion mit SARS-CoV-2 zwar
Riech- und Geschmacksstérungen auf, diese werden jedoch haufig nicht durch eine Rhinitis
begleitet, wodurch sich nicht das Bild einer typischen obstruktiven (konduktiven) Riechstérung
abzeichnet, sondern insbhesondere eine Schadigung des Riechepithels selbst Ursache der Riech-

und Geschmacksstorungen in Frage kommt204,

In der vorliegenden Studie visualisierten wir mittels immunhistochemischer Farbetechniken 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 Immunreaktivitat fir SARS-CoV
Spike-Protein. Insgesamt kdnnte somit eine Funktionsstérung unterschiedlicher Zelltypen von
Bedeutung sein wie eine Schadigung der olfaktorischen Rezeptorneurone selbst im Sinne einer
sensorineuralen Dysfunktion, aber auch eine Stérung der umgebenen nicht neuronalen Zellen,
wie Stitzzellen und Bowman-Drisen. Hierbei kénnten. Veranderungen der Menge und/oder

Funktion von geruchsstoffbindenden Transport- und Rezeptormolekilen 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 uber
axonalen Transport hindeuten. Der morphologische Nachweis einzelner Viruspartikel in Axonen
ist jedoch aufgrund der (wenn Uberhaupt) 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 verkirzen. Postmortale Veranderungen und Abbauprozesse
(Autolyse) erschweren die Interpretation morphologischer, immunhistochemischer und
molekularer Analysen aufgrund einer oft nur begrenzten strukturellen Erhaltung. Durch die
Kryokonservierung wurde die Virusdetektionsmaoglichkeit wahrscheinlich verbessert, da das
Formalin die RNA-Integritat beeintrachtigt®®, wobei diesbezuglich fur SARS-CoV-2 keine
systematischen Vergleiche bekannt sind. Bei anderen Viren ist allerdings eine Reduktion der
Virusdetektionsmaglichkeit um 2logio in FFPE-Material beschrieben®®. Auch die Hypoxiezeit

spielt wahrscheinlich eine entscheidende Rolle.

Neben neuen Erkenntnissen tber die mdglichen Eintrittspforten von SARS-CoV-2 in das Gehirn
konnten Einblicke in die gewebetypischen Veranderungen der Riechschleimhaut sowie des ZNS
bei COVID-19 gewonnen werden. Dies zeigt trotz Limitierungen das auRRerordentliche Potential
von systematischen Autopsiestudien bei dem Verstandnis neuer Erkrankungen. Kenntnisse tber
die Pathophysiologie von COVID-19 sind Grundvoraussetzung zur Entwicklung gezielter

Therapien und Biomarker sowie einer verbesserten Diagnostik.
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Olfactory transmucosal SARS-CoV-2 invasion as a
port of central nervous system entry in individuals
with COVID-19

Jenny Meinhardt'?, Josefine Radke®'2325, Carsten Dittmayer'?*, Jonas Franz ©®45¢, Carolina Thomas®4¢,
Ronja Mothes', Michael Laue’, Julia Schneider©8, Sebastian Briinink®, Selina Greuel®, Malte Lehmann',
Olga Hassan', Tom Aschman’, Elisa Schumann'?, Robert Lorenz Chua®", Christian Conrad",

Roland Eils®™?, Werner Stenzel', Marc Windgassen®, Larissa Rof3ler’®, Hans-Hilmar Goebel',

Hans R. Gelderblom’, Hubert Martin', Andreas Nitsche’, Walter J. Schulz-Schaeffer'*, Samy Hakroush™,
Martin S. Winkler's, Bjorn Tampe®7, Franziska Scheibe ®, Péter Kértvélyessy™®2°, Dirk Reinhold?,
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Michael Tsokos™, Barbara Ingold-Heppner?, Christine Stadelmann®#, Christian Drosten?,

Victor Max Corman®8, Helena Radbruch'? and Frank L. Heppner ©'"21924.2653

The newly identified severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) causes COVID-19, a pandemic respira-
tory disease. Moreover, thromboembolic events throughout the body, including in the CNS, have been described. Given the
neurological symptoms observed in a large majority of individuals with COVID-19, SARS-CoV-2 penetrance of the CNS is likely.
By various means, we demonstrate the presence of SARS-CoV-2 RNA and protein in anatomically distinct regions of the naso-
pharynx and brain. Furthermore, we describe the morphological changes associated with infection such as thromboembolic
ischemic infarction of the CNS and present evidence of SARS-CoV-2 neurotropism. SARS-CoV-2 can enter the nervous system
by crossing the neural-mucosal interface in olfactory mucosa, exploiting the close vicinity of olfactory mucosal, endothelial and
nervous tissue, including delicate olfactory and sensory nerve endings. Subsequently, SARS-CoV-2 appears to follow neuro-
anatomical structures, penetrating defined neuroanatomical areas including the primary respiratory and cardiovascular control
center in the medulla oblongata.

the respiratory tract but also impacts the CNS, resulting in  viduals with COVID-19 (refs. '*). Moreover, acute cerebrovascular

| here is increasing evidence that SARS-CoV-2 not only affects  ache, fatigue, nausea and vomiting in more than one-third of indi-
neurological symptoms such as loss of smell and taste, head-  disease and impaired consciousness have been reported’. While
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recent studies have described the presence of viral RNA in the brain
and cerebrospinal fluid (CSF), they have lacked proof of genuine
SARS-CoV-2 infection®”. A systematic analysis of autopsy brains
and peripheral tissues aimed at understanding the port of entry
and distribution for SARS-CoV-2 within the CNS has therefore
been missing".

Currently, there are seven types of coronavirus (CoV) that nat-
urally infect humans™, and, of these, at least two endemic strains
have been shown to enter and persist in the CNS. In one autopsy
study, 48% of the investigated cases carried detectable human CoV
RNA in the CNS&’. Additionally, the neuroinvasive potential of
SARS-CoV and Middle East respiratory syndrome (MERS)-CoV,
which are evolutionarily closely related to SARS-CoV-2, has previ-
ously been described'"-"".

SARS-CoV, including SARS-CoV-2, are known to enter human
host cells primarily by binding to the cellular receptor angioten-
sin-converting enzyme 2 (ACE2) and by the action of the serine
protease TMPRSS2 for spike (S) protein priming'’. Supporting evi-
dence comes from animal studies demonstrating that SARS-CoV
is capable of entering the brain upon intranasal infection of mice
expressing human ACE2 (refs. '*'"). In the lung, bronchial transient
secretory cells express ACE2 and TMPRSS2 (ref. '°). Similarly, there
is evidence for ACE2 expression in neuronal and glial cells in the
human CNS'". In human olfactory mucosa, ACE2 was shown to be
expressed by non-neuronal cells under physiological conditions',
while little is known about ACE2 expression in an inflammatory or
septic setting”.

Because knowledge of SARS-CoV-2 neurotropism and potential
mechanisms of CNS entry and viral distribution is key for a better
understanding of COVID-19 diagnosis, prognosis and interven-
tional measures, we assessed olfactory mucosa, its nervous projec-
tions and several defined CNS regions in 33 individuals who died in
the context of COVID-19.

Results

We analyzed the cellular mucosal-nervous micromilieu as a first
site of viral infection and replication, followed by thorough regional
mapping of the consecutive olfactory nervous tracts and defined CNS
regions, in autopsy material from 33 individuals with COVID-19
(n=22 male and n=11 female) examined between March and
August of 2020 (Supplementary Tables 1 and 2). The median age at
death was 71.6 years (interquartile range, 67-79 years; range, 30 to
98 years), and the time from onset of COVID-19 symptoms to death
ranged from 4 to 79 days, with a median of 31 days. Cases were not
preselected with regard to clinical and/or neurological symptoms,
which, owing to the pandemic situation, in some instances were not
fully documented or not possible to retrieve. Clinically documented
COVID-19-associated neurological alterations included impaired
consciousness (n=>5), intraventricular hemorrhage (n=2), head-
ache (n=2) and behavioral changes (#=2); acute cerebral ischemia
was reported for 2 individuals, while neuropathological postmor-
tem workup revealed acute infarcts in 6 individuals (Supplementary
Table 2). Coexisting conditions included diabetes mellitus (n=4),
hypertension (n=21), cardiovascular disease (n=9), hyperlipid-
emia (n =2), chronic kidney disease (n=2), prior stroke (n=6) and
dementia (n=5) (Supplementary Table 1). Although all 33 individ-
uals required mechanical ventilation and at the time of autopsy were
found to have suffered from COVID-19-associated lung disease, 9
did not receive mechanical ventilation according to the will of the
respective individual. Additional clinical information on comorbid-
ities is provided in Supplementary Table 1. Thirty-one individuals
were proven to be positive by quantitative PCR with reverse tran-
scription (RT-gPCR) for SARS-CoV-2 before death (n=31 of 33),
while 2 individuals showed a clinical presentation highly suggestive
of COVID-19 (n=2 of 33). Correspondingly, ACE2 was detectable
in olfactory mucosa by means of immunohistochemistry, while
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we found no reliable ACE2 immunoreactivity in the parenchyma
of the CNS, namely, in the olfactory bulb and medulla oblongata
(Supplementary Fig. 1).

Regional mapping of SARS-CoV-2 RNA in olfactory mucosa, its
nervous projections and distinct CNS regions. Assessment of viral
load by means of RT-gPCR in regionally defined tissue samples
including the olfactory mucosa (R1), olfactory bulb (R2), olfactory
tubercle (R3), oral mucosa (uvula; R4), trigeminal ganglion (R5),
medulla oblongata (R6) and cerebellum (R7) demonstrated the
highest levels of viral RNA for SARS-CoV-2 within the olfactory
mucosa sampled directly beneath the cribriform plate (#=20 of
30; Fig. 1a). Lower levels of viral RNA were found in the cornea,
conjunctiva and oral mucosa, highlighting the oral and ophthal-
mic routes as additional potential sites of SARS-CoV-2 CNS entry
(Fig. 1b-d). In only a few COVID-19 autopsy cases, the cerebellum
(n=3 of 24) was positive for SARS-CoV-2 by means of RT-qPCR.
The carotid artery wall served as a control tissue for excluding or
proving systemic (vascular) entry routes to the CNS and was found
to be negative in 12 of the 13 samples analyzed; the one positive
result was derived from the carotid artery of an individual with
acute COVID-19 disease. Subgenomic RNA (sgRNA) is used as a
surrogate for active viral replication. We obtained a positive result
in 4 of 20 olfactory mucosa samples positive for SARS-CoV-2
RNA and 1 of 6 uvula samples positive for SARS-CoV-2 RNA, but
in none of the other tissues analyzed in this study (Fig. 1b-d and
Supplementary Table 2). Disease duration inversely correlated with
the amount of detectable SARS-CoV-2 RNA in the CNS, with high
SARS-CoV-2 RNA levels found in individuals with COVID-19 who
had relatively short disease duration, whereas individuals with pro-
longed COVID-19 disease typically had low RNA load (correlation
coefficient r=—0.5, **P=0.006 from n=29 individuals; Fig. 1¢).

The olfactory mucosal-nervous milieu as a SARS-CoV-2 CNS
entry-prone interface. Anatomical proximity of neurons, nerve
fibers and mucosa within the oro- and nasopharynx (Fig. 2a-f)
and the reported clinical-neurological signs related to alterations
in smell and taste perception suggest that SARS-CoV-2 exploits
this neural-mucosal interface as a port of entry into the CNS. The
olfactory epithelium is organized as a pseudostratified epithelial
structure mainly composed of olfactory sensory neurons (OSNs),
apical sustentacular cells, Bowman’s gland (BG), microvillous cells
and neural stem cells'. Horizontal basal cells (HBCs) and glo-
bose basal cells (GBCs) complete the spectrum of immature and
mature neural/neuronal cells’”*, On the apical side of the olfactory
mucosa, the dendrites of OSNs project into the nasal cavity, while
on the basal side the axons of OSNs merge into fila, which pro-
trude through the cribriform plate directly into the olfactory bulb
(Fig. 2), thereby also having contact with CSF*. OSNs are bipolar
cells, and somatic (including dendritic and axonal) expression of
olfactory membrane protein (OMP) indicates their mature state
(Fig. 2g), while expression of class III p-tubulin (TuJ1) corresponds
to both immature and mature neuronal cells within the olfactory
mucosa”™ (Fig. 2h). The neuronal cells coalesce with the other cells
to the epithelial layer.

SARS-CoV-2 tropism within the olfactory mucosa. When assess-
ing the local distribution of SARS-CoV-2 within SARS-CoV-2
PCR-positive tissue at the cellular level, we found that SARS-CoV §
protein was most prevalent in the olfactory mucosa. Using immuno-
histochemistry, distinct immunoreactivity for SARS-CoV § protein,
including a characteristic granular, partly perinuclear pattern, was
found in morphologically distinct cell types indicative of neuronal/
neural origin (Fig. 3a). SARS-CoV-2 RNA was detectable in cells
of the olfactory epithelium and in olfactory mucus by RNAScope
in situ hybridization (ISH) in formalin-fixed and paraffin-embedded
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Fig. 1| Detection of SARS-CoV-2 in deceased individuals with COVID-19 in anatomically distinctly mapped oro- and nasopharyngeal as well as CNS
regions. a, Cartoon depicting the anatomical structures sampled for histomorphological, ultrastructural and molecular analyses including SARS-CoV-2
RNA measurement from fresh (non-formalin-fixed) specimens of deceased individuals with COVID-19. Specimens were taken from the olfactory mucosa
underneath the cribriform plate (anatomical region R1, blue, n=30), the olfactory bulb (R2, yellow, n=31), the olfactory tubercle (R3, n=7), different
branches of the trigeminal nerve (including conjunctiva (n=16) and cornea (n=13)), mucosa covering the uvula (R4, n=22), the respective trigeminal
ganglion (R5, orange, n=22), the cranial nerve nuclei in the medulla oblongata (R6, dark blue, n=31), the cerebellum (R7, n=24) and the carotid artery
wall (n=13). b-d, Quantitative data for each individual shown on a logarithmic scale normalized on 10,000 cells. e, Correlation of disease duration and
viral RNA load in the CNS (typically measured in the olfactory bulb or medulla oblongata). The length of disease duration correlates inversely with the
amount of detectable SARS-CoV-2 RNA (correlation coefficient r=-0.5, **P=0.006 from n=29 individuals). Females are represented by triangles and
males are represented by circles; no data for P27 is shown because no viral testing could be performed on naive or cryopreserved tissue of P27.

(FFPE) samples (Fig. 3b). On the ultrastructural level, we were able
to detect intact CoV particles in an individual with high viral RNA
load and presence of sgRNA (Fig. 3c-f). Re-embedding of FFPE
olfactory mucosa for electron microscopy (EM) allowed selec-
tive assessment of a tissue region with a strong SARS-CoV-2 RNA
ISH signal (Fig. 3b). Characteristic CoV substructures within the
respective cellular compartments were found as expected, including
surface projections (spikes) and partially visible membrane enve-
lope as well as a heterogeneous and partly granular electron-dense
interior due to the presence of ribonucleoprotein (RNP). Only
subtle ultrastructural differences as compared to CoV-infected cell
cultures were noted. These were clearly discernible from intrinsic
cellular structures or artifacts and can be entirely explained by the
FFPE re-embedding procedure”~** (Supplementary Fig. 2).

To further pinpoint which cells within the olfactory mucosa har-
bor SARS-CoV-2, we performed colocalization studies using vari-
ous neuronal markers and SARS-CoV S protein, finding perinuclear
SARS-CoV § protein immunoreactivity in TuJ1* (Fig. 4a-d), neu-
rofilament 200 (NF200)* (Fig. 4e~h) and OMP* (Fig. 4i-1) neural/
neuronal cells in three individuals with COVID-19 where adequate
tissue for this type of analysis was available; olfactory mucosa from
two individuals without COVID-19 was used as a negative con-
trol and showed no immunoreactivity for SARS-CoV S protein in
otherwise equally detectable TuJ1* or OMP* neural/neuronal cells
(Supplementary Fig. 3g,h).

170

Theresults of the different approaches used to detect SARS-CoV-2
including SARS-CoV S immunostaining, ISH for SARS-CoV-2
RNA and ultrastructural analyses to visualize CoV particles at vari-
ous sites and regions are summarized in a heatmap-like manner
(Fig. 5), ultimately supporting the hypothesis of a site-specific, local
CNS infection by SARS-CoV-2.

The SARS-CoV-2-mediated neuroinflammatory response. As an
indirect sign of local infection and ongoing inflammation, we looked
for small cell clusters of early activated macrophages expressing
myeloid-related protein 14 (MRP14), which were detected in the
olfactory epithelium (Supplementary Fig. 1). These cells can initiate
and regulate an immune cascade that, upon influenza virus infec-
tion, has been shown to act as an endogenous damage-associated
molecular pattern (DAMP), ultimately initiating a virus-associated
inflammatory response via TLR4-MyD88 signaling”. In the
CNS, we found strong upregulation of human leukocyte antigen
(HLA)-DR on microglia/macrophages, which were often arranged
in so-called microglial nodules, in 13 of 25 individuals analyzed
(Supplementary Table 2 and Supplementary Fig. 4b—f). There was
no evidence of MRP14* cells nor of infiltrating lymphomono-
cytic cells within the CNS. A correlate of this HLA-DR-positive,
presumably myeloid-driven inflammatory response was found
in the CSE, where levels of inflammatory mediators such as inter-
leukin (IL)-6, IL-18, CC-chemokine ligand 2 (CCL2) and soluble
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Fig. 2 | Close anatomical proximity of nervous and epithelial tissues in the olfactory mucosa. a-¢, Cartoon (a) and histopathological coronal
cross-sections (b,¢; individual P9) depicting the paranasal sinus region with the osseous cribriform plate (turquoise asterisk and dotted line in b; pink

asterisk and dotted line in €) and the close anatomical proximity of the olfactory mucosa (green in b, purple in €) and nervous tissue characterized by nerve
fibers immunoreactive for S100 protein (¢, brown). d, Cartoon representing the olfactory mucosa, which is composed of pseudostratified ciliated columnar
epithelium (asterisk), basement membrane and lamina propria and also contains mucus-secreting BGs and bipolar OSNs, which coalesce to the epithelial

layer. e f, Inmunohistochemical staining of the olfactory mucosa showing epithelial cells (e, immunoreactivity for the pan-cytokeratin marker AE1/AE3,
red, individual P9), which closely intermingle with staining for OLIG2 specifying late neuronal progenitor cells and newly formed neurons

(f, nuclear staining, brown, individual P27)*. In e, the basement membrane underneath the columnar AE1/AE3-positive epithelium is discontinued due to
CD56-positive (brown) nerve fibers of either olfactory or trigeminal origin (arrow). g, Cell bodies (arrows) and dendrites (arrowheads) of OMP-positive
mature OSNs (brown, control individual C6 without COVID-19) are shown. h, Immunostaining for TuJ1 corresponding to both immature and mature
neural/neuronal cells and their dendrites (brown, control individual C6 without COVID-19). Scale bars: 0.5cm (b,c), 30 um (e,g,h) and 50 um ().

intercellular adhesion molecule-1 (SICAM-1) were found to be
increased (Supplementary Fig. 4a)™.

Cerebral microthrombosis and acute CNS infarcts. In line with
recent clinical data demonstrating thromboembolic CNS events in
a few individuals with COVID-19 (ref. '), we found in 18% of the 33
individuals investigated (n=6 of 33) a histopathological correlate
of microthrombosis and subsequent acute territorial brain infarcts
(Fig. 6a—c and Supplementary Table 2). Of note, there was increased
immunoreactivity to SARS-CoV S protein (which is thought to also
recognize other CoV types) in endothelial cells within these acute
cerebral infarcts (Fig. 6b,c) in comparison to a weaker but similarly
distributed endothelial staining pattern in some control individu-
als (Supplementary Fig. 5). Because of the limitations in obtain-
ing accessible and appropriate frozen, unfixed CNS tissue from
these acute infarcts, we were only able to assess an infarct located
within the medulla oblongata in one individual (P3) by means of
RT-qPCR, finding that this sample was positive for SARS-CoV-2

RNA. As shown for the CNS, microthromboembolic events were
also detectable in the olfactory mucosa in one individual.

Discussion

Several recent tissue-based studies assessing CNS alterations in
fatal COVID-19 have provided the first hints at histopathological
changes occurring in COVID-19 such as hypoxia-related pathol-
ogy including CNS infarction due to cerebral thromboembolism
and signs of a CNS-intrinsic myeloid cell response™** and/or
have presented data on the presence of viral RNA in the CNS"*.
To extend existing knowledge and to provide further proof for the
presence and distribution of SARS-CoV-2 in the olfactory mucosa
and within the CNS, we visualized viral RNA and protein using
ISH and immunohistochemical staining techniques. This allowed
us to dissect the cells harboring the virus and shed light on the
mechanism of SARS-CoV-2 CNS entry at the neural-muco-
sal interface in olfactory mucosa. We were also able to visualize
intact CoV particles at the ultrastructural level. Such data are often
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Fig. 3 | Immunohistochemistry-, in situ hybridization- and electron microscopy-based detection of SARS-CoV within the olfactory mucosa. a, CoV
antigen detected by anti-SARS-CoV S protein antibodies (brown, individual P30) exhibits a cytoplasmic, often perinuclear, signal for CoV-positive

cells resembling epithelial cells and cells harboring dendrite-like projections (arrowhead) with tips (arrows), which morphologically qualify as OSNs.

b, SARS-CoV-2 RNA ISH showing intense signals in the mucus layer and cells (arrows) of the epithelium (asterisk) (brown, individual P15). ¢-f,
Ultrastructural images of re-embedded FFPE material showing numerous extracellular CoV particles (¢, arrows) attached to kinocilia (¢, white asterisks)
and intracellular CoV particles (d-f, increasing magnification) in a ciliated cell (individual P15, punch biopsy from the area in b). In e and f, intracellular
CoV particles are located within cellular compartments of different sizes and are similar in their size and substructure. In f, at high magnification,

five particles in this region show a particularly well-recognizable substructure (black arrows) that includes characteristic surface projections (black
arrowhead), a heterogeneous and partly granular electron-dense interior, most likely representing RNP (white arrowheads), and a membrane envelope
(white arrows). Scale bars: 20 um (a), 50 um (b), Tum (c), 2um (d), 500 nm (e) and 200 nm (f).

misinterpreted”, especially when conclusions are solely based on
relatively ill-defined virus-like substructures®. In tissues positive
for SARS-CoV-2 RNA, we found SARS-CoV S protein in the cyto-
plasm of endothelial cells, in contrast to the findings of Solomon
et al.”; the different results are most likely due to methodologi-
cal differences between the staining protocols used. The presence
of SARS-CoV-2 in the CNS was found to result in a local CNS
response mediated through HLA-DR* microglia as effectors of
a myeloid-driven inflammatory response. This innate immune
response has a correlate in the CSE, where the levels of inflamma-
tory mediators were found to be increased.

Presence of intact CoV particles together with SARS-CoV-2 RNA
in the olfactory mucosa, as well as in neuroanatomical areas receiv-
ing olfactory tract projections (Fig. 1b), may suggest SARS-CoV-2
neuroinvasion occurring via axonal transport. However, morpho-
logical detection of single viral particles in axons is (if possible at all)
very difficult owing to the very low number of viral particles that
are expected, given that the viral reproduction apparatus is thought
to be located in the neuronal somata. This difficulty in visualizing
SARS-CoV-2 within the CNS on a cellular level is further aggra-
vated by the fact that the olfactory bulb is a relatively small CNS
region with a limited number of neurons, which is evidenced by the
small amount of viral RNA that was obtained in COVID-19 cases
harboring SARS-CoV-2 PCR-positive olfactory bulbs. In addition,
the ability to detect SARS-CoV-2 may also be affected by the dura-
tion of COVID-19 infection, as the duration determines the viral
load at a given time point and location, and we cannot exclude the

possibility that virus-infected (neuronal) cells might die and thus
evade detection.

As we were able to detect SARS-CoV-2 RNA in some individu-
als in CNS regions that have no direct connection to the olfactory
mucosa, such as the cerebellum, there may be other mechanisms
or routes of viral entry into the CNS, possibly in addition to or
in combination with axonal transport. For instance, migration of
SARS-CoV-2-carrying leukocytes across the blood-brain barrier
(BBB) or viral entry along CNS endothelia cannot be excluded.
The latter is a valid possibility, at least in addition to a presumably
axonal route, as we found immunoreactivity to SARS-CoV S pro-
tein in cerebral and leptomeningeal endothelial cells (Fig. 6b,c and
Supplementary Fig. 5).

Widespread dysregulation of the cardiovascular, pulmonary and
renal systems has been thought to be a leading cause of disease in
severe or lethal COVID-19 cases®. In light of previous reports of
infection by SARS-CoV and other CoVs in the nervous system®
and our observations of SARS-CoV-2 in the brainstem, which com-
prises the primary respiratory and cardiovascular control center, it
is possible that SARS-CoV-2 infection, at least in some instances,
might aggravate respiratory or cardiac insufficiency—or even cause
failure—in a CNS-mediated manner*. The presence of acute infarcts
in the brainstem (n=2 of 6 individuals analyzed; Supplementary
Table 2) might support this notion. Even in the absence of clear
signs of widespread distribution of SARS-CoV-2 in neuronal or glial
cells of the CNS parenchyma in the COVID-19 autopsy cases inves-
tigated here, SARS-CoV-2 in the CNS endothelium might facilitate
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SARS-CoV S

SARS-CoV S

Fig. 4 | Colocalization of SARS-CoV spike protein with neural/neuronal cells in distinct olfactory mucosa samples from individuals with COVID-19.
a-1, Representative maximum-intensity projections of confocal (a-d and i-1) or epifluorescence (e-h) microscopy images of olfactory mucosa showing
intracytoplasmic staining for SARS-CoV S protein within TuJ1* (a-d, individual P27), NF200+ (e-h, individual P27) and OMP* (i-l, individual P27)
OSNs. Staining for TuJ1, NF200 and OMP (magenta, Alexa Fluor 488) marks cells of neuronal origin, staining for SARS-CoV S protein (yellow,

Alexa Fluor 555) visualizes the presence of SARS-CoV and DAPI staining (petrol) identifies all cell nuclei (n=3 individuals with COVID-19

(P27, P30 and P32) were analyzed; n=2 individuals without COVID-19 served as controls; shown are representative images from P27). Scale bars,

(all panels) 10 um.

P3 P5 P6 P9 P10 P11 P15 P20 P23 P29 P30 P31 P32 P33

PCR
NA NA INA NA o /
IHC / / i
: /NA 7 NA NA NA | NA NA |/
NA INA NA ~INA 7 INA 7 JINA INA
/ NA |/ / “NA |/ NA | NA NA | NA |/ NA
NA “INA “INA “INA “INA /|NA ~ NA NA “|NA NA “INA “INA “INA /]
“NA NA | NA NA NA | “NA NA |/ NA NA NA NA |/ NA NA | NA

- - - OM/CNS
' OM positive ‘ CNS positive m OM/CNS negaitive Not available

Fig. 5 | Summary of various SARS-CoV detection measures in deceased individuals with COVID-19. Various SARS-CoV-related investigations of the
individuals who tested positive for SARS-CoV-2 by RT-gPCR in the olfactory mucosa (OM), the CNS or both. SARS-CoV-2 RT-qPCR positivity was
combined with results derived from SARS-CoV-specific immunohistochemistry (IHC) and ISH as well as EM in appropriate tissue as available.
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Fig. 6 | Signs of (micro)thromboembolic events and SARS-CoV-2 immunostaining in the CNS of deceased individuals with COVID-19. a, Hematoxylin
and eosin (H&E)-stained FFPE section of the thalamus obtained from a deceased individual with COVID-19 (individual P26). Several small vessels exhibit
fresh thrombi (pink, indicated by arrows) resulting in a large infarct of surrounding CNS tissue characterized by a substantial reduction of detectable
neuronal and glial nuclei, edema and vacuolation. b,c, SARS-CoV S protein observed in the endothelial cells of small CNS vessels. Tissue with no obvious
ischemic damage exhibits only sparse staining intensity in endothelial cells (b, medulla oblongata, n=3 of 6; red, indicated by arrows, individual P3) when
compared to endothelial cells within acute infarct areas (¢, pons, n=3 of 4; red, indicated by arrows, individual P4; inset depicts a magnified vessel from a
different region of the same specimen exhibiting SARS-CoV S protein deposits within endothelial cells). Scale bars: 30 um (a), 50 um (b), 200 um (¢) and

40um (inset in €).

vascular damage and allow the virus to spread more widely to other
brain regions over time, thus eventually contributing to a more
severe or even chronic disease course, depending on various fac-
tors such as the duration of viral persistence, viral load and immune
status, among others.

Taking our findings together, we provide evidence that
SARS-CoV-2 neuroinvasion can occur at the neural-mucosal inter-
face by transmucosal entry via regional nervous structures. This
may be followed by transport along the olfactory tract of the CNS,
thus explaining some of the well-documented neurological symp-
toms in COVID-19, including alterations of smell and taste percep-
tion. One caveat to note with the COVID-19 cases reported here is
the relatively long postmortem interval, an almost insurmountable
obstacle in autopsy studies, especially when performed under the
emergency-like conditions encountered during a pandemic situa-
tion. Analysis of these samples is limited by well-known restrictions
resulting from autolysis of cells and tissues, ultimately complicat-
ing the interpretation of morphological and molecular analyses. In
spite of these limitations, we were able to retrieve numerous valu-
able insights. These included the detection of well-preserved CoV

particles at the ultrastructural level in an individual with an 82-hour
postmortem interval (P15) and important pathogenetic insights,
thus enabling further, more detailed and mechanistic investigations
while encouraging further autopsy studies including broad sam-
pling to allow multiple complementary analyses and the application
of state-of-the-art methodologies. Such studies will allow identifica-
tion of the precise cellular and molecular SARS-CoV-2 entry mech-
anism as well as receptors on OSNs, where non-neuronal pathways
may also have a role"".
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Methods

Study design. Thirty-three deceased individuals with COVID-19 either confirmed
by PCR for SARS-CoV-2 (n=31 of 33) or with clinical features highly suggestive
of COVID-19 (n=2 of 33) were included (Supplementary Table 1). Individuals
were not preselected with regard to their clinical symptoms. Autopsies were
performed at the Department of Neuropathology and the Institute of Pathology,
Charité-Universititsmedizin Berlin (n=25 of 33), including one referral from

the Institute of Pathology, DRK Kliniken Berlin, the Institutes of Pathology and

of Neuropathology, University Medical Center Géttingen (n=6 of 33) and the
Institute of Forensic Medicine, Charité-Universititsmedizin Berlin (n=1 of 33).
This study was approved by the local ethics committees (Berlin: EA1/144/13,
EA2/066/20 and EA1/075/19; Gottingen: 42/8/20) as well as by the Charité-BIH
COVID-19 research board and was in compliance with the Declaration of Helsinki;
autopsies were performed on the legal basis of §1 of the Autopsy Act of the

state Berlin and §25(4) of the German Infection Protection Act. In all deceased
individuals, a whole-body autopsy was performed, which included a thorough
histopathological and molecular evaluation comprising virological assessment

of SARS-CoV-2 RNA and/or SARS-CoV § protein levels in the carotid artery,
cornea, conjunctiva, optic nerve, uvula, olfactory mucosa, olfactory bulb, olfactory
tract, trigeminal ganglion, medulla oblongata and cerebellum as indicated in
Supplementary Table 2. To exclude cross-contamination, clean instruments for

the preparation and sampling of each organ and region were always used. All
individuals with COVID-19 with known disease duration and available PCR-tested
appropriate CNS tissue were included (n=29 of 33) to calculate the correlation
coefficient for the correlation between disease duration and CNS SARS-CoV-2
viral load. Therefore, we could not perform randomization as all individuals

with SARS-CoV-2 RNA were included in the COVID-19 group and controls

were defined as individuals negative for SARS-CoV-2 by PCR. Where available,
clinical records were assessed thoroughly for preexisting medical conditions and
medications and progression of the disease as well as COVID-19-related symptoms
before death, with a special focus on neurological symptoms including alterations
in olfaction and taste.

SARS-CoV- and SARS-CoV-2-specific PCR including subgenomic RNA
assessment. For PCR-based assessment of SARS-CoV-2 RNA, unfixed and, where
possible, non-cryopreserved (i.e., native) tissue samples were used. RNA was
purified from ~50 mg of homogenized tissue obtained from all organs by using the
MagNAPure 96 system and the MagNAPure 96 DNA and Viral NA Large Volume
kit (Roche) according to the manufacturer’s instructions.

Quantitative real-time PCR for SARS-CoV-2 was performed on RNA extracts
with RT-qPCR targeting the SARS-CoV-2 E gene. Quantification of viral RNA was
performed using photometrically quantified in vitro RNA transcripts as described
previously*. Total DNA was measured in all extracts by using the Qubit dsDNA
HS Assay kit (Thermo Fisher Scientific). The RT-qPCR analysis was replicated at
least once for each sample.

Detection of sgRNA, as a correlate of active virus replication in the tested
tissue, was performed by using oligonucleotides targeting the leader transcriptional
regulatory sequence and a region within the sgRNA encoding the SARS-CoV-2 E
gene, as described previously*.

Histol hict,
I

gical and immu FFPE tissue blocks were
taken at the day of autopsy when the postmortem interval was shorter than 24h
and fixed for 24 h in 4% paraformaldehyde. Otherwise, brain tissue was fixed

for 14d in 4% paraformaldehyde before cutting. Routine histological staining
(H&E, Masson-Goldner, periodic acid-Schiff (PAS) reaction and toluidine

blue) was performed according to standard procedures. Immunohistochemical
staining was performed either on a Benchmark XT autostainer (Ventana Medical
Systems) with standard antigen retrieval methods (CC1 buffer, pH 8.0, Ventana
Medical Systems) or manually using 1-pm- or 4-pm-thick FFPE tissue sections.
The following primary antibodies were used: polyclonal rabbit anti-S100 (Dako,
Z0311; 1:3,000), monoclonal mouse anti-AE1/AE3 (Dako, M3515; 1:200),
monoclonal mouse anti-MRP14 (Acris, BM4026B; 1:500, pretreatment protease),
monoclonal mouse anti-CD56 (Serotec, ERIC-1; 1:200), mouse monoclonal
anti-SARS spike glycoprotein (Abcam, ab272420; 1:100), goat anti-OMP

(Wako, 019-22291; 1:1,000), rabbit monoclonal anti-BIII tubulin (Abcam,
ab215037; 1:2,000), rabbit polyclonal anti-NF200 (Sigma, N4142; 1:100), rabbit
polyclonal anti-ACE2 (Proteintech, 21115-1-AP; 1:3,000) and rabbit polyclonal
anti-OLIG2 (IBL, 18953; 1:150, pretreatment Tris-EDTA + microwave). Briefly,
primary antibodies were applied and developed by using either the iVIEW DAB
Detection kit (Ventana Medical Systems) and the ultraView Universal Alkaline
Phosphatase Red Detection kit (Ventana Medical Systems) or manual application
of biotinylated secondary antibodies (biotinylated donkey anti-sheep-goat (1:200;
Amersham, RPN 1025), biotinylated donkey anti-rabbit (1:200), biotinylated
sheep anti-mouse (1:200; Amersham, RPN 1001), rabbit immunoglobulin
(RPN1004), peroxidase-conjugated avidin and diaminobenzidine (DAB; Sigma,
D5637) or 3-amino-9-ethylcarbazol (AEC). Sections were counterstained with
hematoxylin, dehydrated in a graded alcohol and xylene series, mounted and
coverslipped. Inmunohistochemistry sections were evaluated by at least two
board-certified neuropathologists with concurrence. To biologically validate all

hemical techniq

immunohistological staining, control tissues harboring or lacking the expected
antigens were used. Staining patterns were compared to expected results as
specified in the Supplementary Information (Supplementary Fig. la-d
(ACE2), Supplementary Fig. 5e (SARS-CoV S), Supplementary Fig. 6 (NF200,
SARS-CoV ) and Supplementary Fig. 3 (S100, OLIG2, HLA-DR, CD56, CD45,
AE1/AE3, OMP and TuJl)).

For immunofluorescence, the protocol was adapted as follows: Alexa
Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit (1:100; Jackson, 111515003) and Alexa
Fluor 555-conjugated goat anti-mouse (1:100; Invitrogen) were used as secondary
antibodies. Nuclei were counterstained with DAPI (Invitrogen, D3571),
and sections were subsequently mounted on slides with Dako mounting
medium ($3023).

SARS-CoV S i histochemistry and i
Immunohistochemical staining with mouse monoclonal anti-SARS spike
glycoprotein antibodies (clone 3A2, ab272420, Abcam, 1:100) was performed
using 1-pm-thick FFPE tissue sections. Slides were cooked in sodium citrate
(pH 6.0; 95-100°C) for 20 min, followed by enzymatic antigen retrieval with
Triton X-100 and hydrogen peroxide for 15min. Slides were blocked with 10%
normal goat serum. Primary antibody (1:100, diluted in ProTaqs Antibody
Diluent for THC (Quartett) with 10% normal goat serum) was applied, and samples
were incubated overnight. Then, secondary antibody (Biotin-SP-AffiniPure
Goat Anti-Mouse IgG (H+L), Jackson ImmunoResearch Laboratories), diluted
1:100 in ProTags Antibody Diluent for IHC, was applied, and samples were
incubated for 2h. Next, Streptavidin-HRP Reagent (RE7104, Leica Biosystems)
and DAB substrate-chromogen (Agilent) were applied according to the
manufacturer’s instructions. Slides were rinsed, counterstained with hematoxylin,
dehydrated and mounted.

Staining signals were compared to those of non-COVID-19 control
samples with respect to the staining intensity and staining pattern as specified
in the Supplementary Information (Supplementary Fig. 5a-d; SARS-CoV S,
Supplementary Table 2).

1
fluorescence.

Image acquisition and processing. For fluorescence microscopy, an Olympus BX63
(DP80 camera) automated fluorescence microscope was used, if not specified
otherwise, for confocal images. For confocal microscopy, fluorescence signals were
collected with an Olympus FluoView FV1000 confocal microscope using a x60
oil-immersion objective. For post-acquisition image processing, the image analysis
software Fiji was used”. For data handling of whole-slide images, an OME-TIFF
workflow was used™.

Electron microscopy. Autopsy tissues were fixed with 2.5% glutaraldehyde
in 0.1 M sodium cacodylate buffer, postfixed with 1% osmium tetroxide in
0.05M sodium cacodylate, dehydrated using a graded acetone series and then
infiltrated and embedded in Renlam resin. Block-contrasting with uranyl acetate
and phosphotungstic acid was performed at the dehydration step with 70%
acetone. 500-nm semithin sections were cut using an ultramicrotome (Ultracut
E, Reichert-Jung) and a Histo Jumbo diamond knife (Diatome), transferred onto
glass slides, stretched at 120°C on a hot plate and stained with toluidine blue at
80°C. 70-nm ultrathin sections were cut using the same ultramicrotome and
an Ultra 35° diamond knife (Diatome), stretched with xylene vapor, collected
onto pioloform-coated slot grids and then stained with lead citrate. Standard
transmission EM was performed using a Zeiss 906 microscope in conjunction
with a 2k CCD camera (TRS). Large-scale digitization was performed using a
Zeiss Gemini 300 field-emission scanning electron microscope in conjunction
with a STEM detector via Atlas 5 software at a pixel size of 4-6 nm. Regions of
interest from the large-scale datasets were saved by annotation (‘mapped’) and then
recorded at very high resolution using a pixel size of 0.5-1nm.

Alternatively, ultrastructural analysis was performed from FFPE tissues.
For virus detection, we took 3-mm punch biopsy cylinders from
paraffin-embedded tissue. The respective regions were selected on the basis of
the SARS-CoV ISH or immunohistochemistry signal. After deparaffinization
in xylene, samples were rehydrated and postfixed in 1% formaldehyde and 2.5%
glutaraldehyde in 0.05 M HEPES buffer (pH 7.2) for a minimum of 2-4h at room
temperature. Postfixation, block contrasting (tannic acid, uranyl acetate) and
embedding in epon resin were performed according to a standard protocol .
Ultrathin sections were analyzed using a transmission electron microscope
operated at 120kV (Tecnai Spirit, Thermo Fisher), and images were recorded
using a CCD camera (MegaviewlIII, EMSIS).

Cytokine array. To analyze cytokine levels in CSF samples from deceased
individuals with COVID-19 and controls (each n=4), a human cytokine array
(Bio-techne) was used according to the manufacturer’s instructions”. We analyzed
all CSF samples from individuals with COVID-19 accessible at the time of analysis.
This assay enables the semiquantitative measurement of 36 cytokines and related
proteins (CCL1, CCL2, MIP-1a, CCL5, CD40L, C5/C5a, CXCL1, CXCL10,
CXCL11, CXCL12, G-CSE, GM-CSF, ICAM-1, IFN-y, IL-1c, IL-1f, 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-a, TREM-1). Twelve of these 36 cytokines
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were above the detection limit in our samples, Using the software Kodak D1 3.6
(Eastman Kodak), a semiquantitative analysis was performed by determining the
background-corrected sum intensity for each region of interest on the membrane.
Separate membranes were normalized to each other using the results for the
positive controls. We could not perform a statistical test owing to the limited access
to sufficient CSF samples. Data represent single data points and the mean, range
and 25th and 75th percentiles.

In situ hybridization. For detection of mRNA, the RNAScope 2.5 HD Reagent
Kit-BROWN (ACD Europe SRL) was used. Briefly, paraffin sections were freshly
cut, dried for 1 h at 60°C and dewaxed before mild unmasking with Target
Retrieval buffer and protease. Pretreated sections were hybridized with specific
probes to Ppib as a positive control and irrelevant probe to dapf as a negative
control (both ACD Europe SRL). Virus-specific probe V-ncoV2019-§ (ACD
Europe SRL) was used for samples from individuals with COVID-19 and was
accompanied by an additional slide with FFPE lung tissue from an individual
with COVID-19 (P15) as a further positive control. After hybridization signal
amplification, binding of probes was visualized with DAB. Nuclei were stained with
hematoxylin, and sections were coverslipped with Ecomount.

Images were acquired using an Axiolmager Z1 microscope (Carl Zeiss
Microlmaging).

Statistics and reproducibility. All statistical analyses were performed and all
graphs were created in GraphPad Prism 8 (GraphPad Software). No statistical
methods were used to predetermine sample sizes; sample sizes in the current
study are similar to those in previous COVID-19 autopsy reports by others’ "
We included all individuals with COVID-19 and material that were available
as specified in the description of study design. The RT-qPCR analysis was
replicated at least once for each positive sample. We did not exclude any data
points from the performed analyses. To compute correlation between disease
duration and viral load, Spearman nonparametric correlation was used. A
two-tailed P value was calculated. Values were considered to be significant at
P <0.05. Statistical details for each analysis (for example, n, P and r values) are
mentioned in each figure legend or in the respective part of the text. Owing to
the nature of the investigation, data collection and analyses could not always
be done in a blinded fashion. Histological staining, immunohistochemistry,
immunofluorescence, ISH and EM results were analyzed independently

by various neuropathologists in two distinct neuropathological institutions
(Berlin and Géttingen) for each individual, region and specific staining/method.
Histological staining, immunohistochemistry, immunofluorescence and

ISH analyses were replicated at least once. EM was performed in one individual.
The representative micrographs shown were adjusted in brightness and

contrast to different degrees (depending on the need resulting from the

range of brightness and contrast of the raw images), rotated and cropped in
Adobe Photoshop.

Reporting Summary. Further information on research design is available in the
Nature Research Reporting Summary linked to this article.

Data availability

The datasets generated and/or analyzed during the current study are available from
the corresponding author on reasonable request. The three electron microscopy
datasets in Supplementary Fig. 2 are available for open access pan-and-zoom
analysis at http://www.nanotomy.org/.
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