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Eine sichere dtiologische Zuord-
nung der unterschiedlichen neurolo-
gischen Symptome bei Patienten mit
SARS-CoV-2-Infektionen ist bisher
nicht immer moglich, insbesondere,
ob es sich um primar virusindu-
zierte, autoimmunassoziierte oder
sekundare Veranderungen handelt.
Feingewebliche Untersuchungen
konnen helfen, die zugrunde lie-
genden Mechanismen besser zu
verstehen. Daher ist es dringend
erforderlich, auch weiterhin Obduk-
tionen von verstorbenen COVID-
19-Patienten durchzufiihren. Die
neuropathologische Untersuchung
von Gewebe aus Zentralnervensys-
tem und peripherem Nervensystem
kann hierbei wichtige Erkenntnisse

N. Ritschel und H. Radbruch sowie T. Acker und
A.Németh haben jeweils gleichermaBenzudem
Manuskript beigetragen.

Die Mitglieder der DGNN-Taskforce
CNS-COVID19 als auch der DEFEAT PANDEMIcs —
Neuropathologische Referenzdiagnostik bei
COVID-19 werden jeweils am Beitragsende
gelistet.
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COVID-19: Auswirkungen auf das
zentrale und periphere

Nervensystem

zum Verstandnis der neurologischen
Symptome liefern und Therapieent-
scheidungen verbessern.

Neuropathologische
Manifestationen einer SARS-
CoV-2-Infektion

Zentrales Nervensystem (ZNS)

Eine SARS-CoV-2-Infektion kann mit
einem breiten Spektrum neurologischer
Komplikationen assoziiert sein [44]. In
Autopsiestudien konnte gezeigt werden,
dass vor allem zerebrovaskulire Ereignis-
se wie ischdmische Infarkte, verursacht
durch Mikrothromben oder eine Schi-
digung der zerebralen Gefifle, auftreten
kénnen (B Tab. 1). Bei Betrachtung der
grofleren neuropathologischen Studien
[14,37-38,48, 51] zeigen sich bei ca. 13 %
der Autopsien fokale Infarkte. Im klini-
schen Kontext konnte die SARS-CoV-
2-Infektion als unabhingiger Schlagan-
fall-Risikofaktor identifiziert werden [2].
Uberdies zeigt eine aktuelle klinische Me-
taanalyse von akuten zerebralen Schlag-

anfillen eine Inzidenz von 1,4%. Da-
bei sind diese am héufigsten mit akuten
ischimischen Infarkten assoziiert (87 %)
[41]. Jedoch ist die zerebrale Hypoxie in
neuropathologischen Studien nicht im-
mer einheitlich definiert, wobei globale
hypoxisch-ischdmische Zustinde, mog-
licherweise als Folge einer respiratori-
schen Insuffizienz bei COVID-19, von
fokalen zerebralen thrombembolischen
Ereignissen zu unterscheiden sind.
Entziindungen des ZNS sind nur in
einzelnen Fillen in Form einer Menin-
goenzephalitis oder eines ADEM (akute
disseminierte Enzephalomyelitis)-dhnli-
chen Verlaufs beschrieben. Viele Studien
berichten eine ,Mikrogliaaktivierung®,
ohne dass immer genau angegeben wird,
wie diese definiert ist und nachgewiesen
wurde. Generell ist daher eine interna-
tionale Abstimmung zu Mindestanfor-
derungen beim Bericht von ,,Inflamma-
tion* und ,,Ischamie/Blutung® sinnvoll,
da diese Begriffe bisher zu uneinheitlich
verwendet wurden (siehe @ Tab. 1). Die-
ser Umstand macht eine systematische
Metaanalyse der bisherigen Daten hierzu
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Tab.1 Neuropathologische Befunde im zentralen Nervensystem bei COVID-19

kulatur, die tber die Haufigkeit und

Inflammation Ischamie/ Sonstiges Anzahl Literatur- die Atiologie einer neuromuskuldren
Blutungen Hirn- quelle Beteiligung bei COVID-19 Auskunft
CAE BT geben konnen. Moglicherweise werden
MG tn=7/7 Akute hypoxische 7 Deigendesch auch bestehende neuromuskulire Er-
51237;] alopathie Et 4a]l. (2020) krankungen durch COVID-19 verstarkt
Inflammationn=4/18 Akute globale = 18 Solomon et al. [19]. Z}lsatzhch kann die Beurteilung
Ischimie n=18/18 (2020) [51] des peripheren Nervensystems und der
Skelettmuskulatur durch oft lange und
MG 1, meningeale Akute Ischamie Astrogliose 43 Matschke et al. schwere Krankheitsverldufe mit Fol-
T-Zellen n=34/43 n=6/43 n=37/43 (2020) [37] gen, wie z.B. Critical-illness-Myopathie
ADEM-shnliche Lsio- Teils hamorrha- - 1 Reichard et al. oder Critical-illness-Neuropathie, sowie
nen gisch (2020) [47] durch die Wirkung medikamentoser
MG 1 n=13/25 Akute Infarkte - 33 Meinhardt et al. Therapien erschwert werden [9].
n=6/33, Blutun- (2021) [38]
=2/33 . . .
— Eez';' | /h — — - — Virale Eintrittspforten und
eine gefunden okale Ischamie em n=>5, Spon- emmelin .
n=3/11,Blutun-  giosen=10/11 et al. (2020) deren molekulare Mechanismen
genn=3/11 [48] . .
) . Die molekularen Mechanismen der
Keine gefunden Globale Ischamie - 4 Kantonen et al. fokti ¢ .
n=4/4 (2020) [31] SARS—C.OV—Z—In ekt%on au “zelllularer
Hirnstammen- Infarkte n=2/2 = 2 Jensenetal. El?'ene sind nach n1chjc vollstandig ge-
zephalitis n=1/2 (2020) [29] klart. Es wurde gezeigt, dass SARS-
Keine gefunden Infarkten=2/2  Lé&sionenim Mark- 2 Jaunmuktane CoV-2, dhnlich dem SARS-CoV, das
lager dhnlich zu etal. (2020) Angiotensin-konvertierende Enzym 2
Reichard et al. [28] (ACE2) als Rezeptor verwendet, an den
Keine MG t n=20/20, Infarkten=6/20 - 23 Bryceetal. das virale Spike-Glykoprotein bindet
T-Zellen t n=2/20 (preprint) [5] ([56]; @ Abb. 1). ACE2 koénnte zwar
Immunzellinfiltration - = 2 Yang et al. als ein primirer Rezeptor in einigen
und MG 1 auf Tran- (preprint) [57]

skriptionsebene

Studien mit mehreren Féllen und/oder neuen Befunden
MG Mikroglia, ADEM akute disseminierte/demyelinisierende Enzephalomyelitis

- unabhingig von der insgesamt noch
geringen Fallzahl - kaum moglich.

Da die Patienten mit COVID-19
héufig an einer bakteriellen Superinfek-
tion und Sepsis versterben, sind ver-
gleichende Untersuchungen mit &hnli-
chen Krankheitsbildern sinnvoll, fehlen
aber in vielen bisher verdffentlichten
Studien. Um SARS-CoV-2-spezifische
neuropathologische Verinderungen zu
verifizieren, sollten daher alle Befunde
sowohl neuropathologisch, pathologisch
als auch klinisch erfasst und miteinander
korreliert werden.

Peripheres Nervensystem (PNS)
und Skelettmuskulatur

Eine Verminderung oder Veridnderung
des Riechvermdogens gilt als ein typisches
Frithsymptom bei SARS-CoV-2-Infek-
tion und wird durch eine Infektion der
olfaktorischen Sinnes-, aber auch Stiitz-

zellen erklirt [4, 36, 38]. Zudem sind
COVID-19-assoziierte Guillain-Barré-
Syndrom(GBS)-Verldufe  beschrieben,
die auch bei Patienten ohne weitere
COVID-19-Symptome auftreten kénnen
[12, 44]. Ein GBS ist eine postinfektiose
Neuropathie, bei welcher Antikorper mit
den Glykolipiden der Myelinscheiden
peripherer Nerven kreuzreagieren und
es zu einer Schidigung dieser kommt.
Maoglicherweise ist auch bei COVID-19
eine derartige postinfektidse, immun-
mediierte Pathogenese von Bedeutung.

Erhohte  Creatinkinase(CK)-Werte,
ein Marker fiir Muskelfaseruntergénge,
wird in 27 % der Patienten mit COVID-
19 beschrieben [44, 45]. Eine geringere
Anzahl an Patienten zeigt sehr hohe
CK-Werte >10.000U/L als Zeichen ei-
ner nekrotisierenden Myopathie [12].
Allerdings fehlen bisher systematische
morphologische Untersuchungen von
peripheren Nerven und Skelettmus-

Zelltypen des ZNS vorkommen, die
mRNA-Steady-State-Level scheinen je-
doch nicht mit dem Infektionspotenzial
zu korrelieren, sodass moglicherweise
weitere Rezeptoren als Eintrittspforten
dienen. Auflerdem wurde Heparansulfat
als potenzieller Hilfsfaktor der initialen
SARS-CoV-2-Bindung an die Zelle iden-
tifiziert [10]. Im ZNS weisen Studien auf
eine Bindung von SARS-CoV-2 an das
Rezeptorprotein Neuropilin-1 (NRP1)
hin, welche die Infektiositit von SARS-
CoV-2 deutlich potenziert. Fraglich ist,
ob NRP1 nur zusammen mit ACE2 oder
auch als unabhingiger Rezeptor funk-
tioniert [7, 13]. Im ZNS ist NRP1 im
Gegensatz zu ACE2 in verschiedenen
Zelltypen, z.B. in Astrozyten, Mikroglia
oder Endothelzellen, sehr deutlich de-
tektierbar (sowohl auf mRNA- als auch
auf Proteinebene), was den Eintritt in
diese Zellen erleichtern konnte [38].
Hier wiirden weitere Einzelzell-RNA-
Sequenzierungsanalysen zur Klirung
beitragen [26].

Nach der Aufnahme des Virus in die
Wirtszelle ist eine Spaltung des Spike-
proteins durch zelluldre Proteasen fiir die
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Fusion von SARS-CoV-2 mit der Zell-
membran nétig. Hier wurde die mogli-
che Beteiligung der transmembranen Se-
rinprotease 2 (TMPRSS2), Cathepsin B
und L sowie Furin gezeigt. Fiir TMPRSS2
wurde die dafiir nétige proteolytische Ak-
tivierung des Spikeproteins bereits me-
chanistisch aufgeklirt [26].

Infektionsrouten des SARS-CoV-
2insZNS

Die Invasion der Coronaviren und die
Ausbreitung im ZNS kann vermutlich auf
zwei Wegen erfolgen: 1. hdmatogen oder
2. neurogen (8 Abb. 2). Dariiber hinaus
wird das glymphatische System, beste-
hend aus olfaktorischen und zervikalen
lymphatischen Blutgefiflen, als Infekti-
onsroute diskutiert [3].

Die hamatogene Route

Viruspartikel aus dem Blutplasma kon-
nen das ZNS durch rezeptorvermittelte
Transzytose tiber die Blut-Hirn-Schran-
ke (BHS) und die Blut-Liquor-Schranke
(BLS) infizieren (@ Abb. 2). Da die SARS-
CoV-2-Viruspartikel einen Durchmes-
ser von ca. 100nm haben [1], sind
auch die fenestrierten Endothelien der
meisten zirkumventrikuliren Organe
fir das Virus nur durch Transzyto-
se durchgingig. In Ubereinstimmung
mit einer Expression der SARS-CoV-
2-Rezeptorproteine ACE2 und NRP1
in Endothelzellen konnte SARS-CoV-2
in zerebralen Endothelzellen in Autop-
siestudien nachgewiesen werden [38].
Weiterhin wird diskutiert, ob SARS-
CoV-2 zu einer Schidigung der Endo-
thelbarrieren fiihrt, beispielsweise durch
einen systemischen Zytokinsturm [26,
27, 43]. Untersuchungen an Choro-
id-Plexus-Organoiden/Hirnorganoiden
zeigen, dass SARS-CoV-2 einen Tropis-
mus fiir Epithelzellen des Plexus choro-
ideus aufweist, Neurone und Gliazellen
beispielsweise aber weniger deutlich in-
fiziert [27, 43, 46]. Uber die Infektion des
Plexus-choroideus-Epithels ist eine Ver-
breitung tiber den Liquor in viele weitere
Gehirnareale denkbar. Systematische, in
Kohortenstudien reproduzierte Nach-
weise von viraler mRNA im Liquor oder
Proteinnachweise stehen aber noch aus
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Nervensystem

Zusammenfassung

Die gesundheitlichen Auswirkungen der
Coronavirus-Krankheit 2019 (COVID-19) durch
die Infektion von SARS-CoV-2 (Schweres-
Akutes-Respiratorisches—Syndrom-Corona-
virus 2) werden mit der Ausbreitung der
Pandemie immer deutlicher. Neben der
Lunge sind auch andere Organe betroffen,
welche die Morbiditat und Mortalitat
deutlich beeinflussen kdnnen. Insbesondere
neurologische Symptome unter Beteiligung
des zentralen und peripheren Nervensystems
kénnen akute Symptome oder Langzeit-
folgen ausldsen. Die Mechanismen dieser
Neuropathogenese der SARS-CoV-2-Infektion
und ihr Zusammenhang mit akuten und
chronischen neurologischen Symptomen sind
Gegenstand aktueller Studien, die sich mit
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der Untersuchung einer potenziellen direkten
und indirekten Virusinfektion des Nerven-
systems beschaftigen. In der folgenden
Ubersichtsarbeit wird der aktuelle Stand iiber
die neuropathologischen Manifestationen,
die molekulare Pathogenese, die mdglichen
Infektionswege im Nervensystem und die
systemischen Wirkungen zusammengefasst.
Zusitzlich wird ein Uberblick tiber das
bundesweite Register CNS-COVID19 und
Kooperationen gegeben, die zu einem
besseren Verstandnis der neurologischen
Symptome von COVID-19 beitragen sollen.

Schliisselworter
SARS-CoV-2 - Neuropathologie - Nervensys-
tem - Obduktion - Register

Abstract

The health effects of coronavirus disease 2019
(COVID-19) caused by the infection of SARS-
CoV-2 (severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2) are becoming increasingly
clear as the pandemic spreads. In addition
to the lungs, other organs are also affected,
which can significantly influence morbidity
and mortality. In particular, neurological
symptoms involving the central nervous
system can lead to acute or long-term
consequences. The mechanisms of this neu-
ropathogenesis of SARS-CoV-2 infection and
its relation to acute and chronic neurological
symptoms are the subject of current studies
investigating a potential direct and indirect

COVID-19 and the central and peripheral nervous system

viral infection of the nervous system. The
following review summarizes the current
status of neuropathological manifestations,
molecular pathogenesis, possible infection
pathways in the nervous system, and systemic
effects. In addition, an overview of the
Germany-wide CNS-COVID19 registry and
collaborations is presented, which should
contribute to a better understanding of the
neurological symptoms of COVID-19.

Keywords
SARS-CoV-2 - Neuropathology - Nervous
system - Autopsy - Registry

(B Tab. 2). Dariiber hinaus kénnen Co-
ronaviren Leukozyten infizieren, welche
in ihrer aktivierten Form die BHS nach
dem Prinzip des ,leukocyte trafficking”
iiberqueren konnen. So kénnten diese
SARS-CoV-2als ,Trojanisches Pferd* fiir
den Eintritt ins ZNS dienen. Fiir diesen
Weg liegen aber bisher keine schliissigen
Daten vor [26, 43].

Die neurogene Route

Eine retrograde neurogene Infektion er-
folgt moglicherweise iiber das olfaktori-
sche System [15, 38]. Damit vereinbar ist
einvermindertes oder verindertes Riech-
empfinden, welches bei vielen COVID-
19-Patienten auftritt [4]. Die Rezeptoren
ACE2 und TMPRSS2 sind in der Na-
senschleimhaut auf mRNA- und Prote-
inebene nachweisbar, wobei sie sich vor-
wiegend auf den Epithelzellen und we-
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Abb. 1 A Eintrittsmechanismen von SARS-
CoV-2in die Wirtszelle. SARS-CoV-2 ,severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2°,
ACE2 Angiotensin-konvertierendes Enzym 2,
NRP1 Neuropilin-1

niger auf den olfaktorischen Neuronen
finden. Dafiir zeigen olfaktorische Neu-
ronen eine deutliche NRP1-Expression
[7]. Eine transsynaptische Ausbreitung
nach Endozytose und axonalem Trans-
port konnte fiir die humanen Corona-
viren HCoV-OC43 und SARS-CoV im
Mausmodell bereits gezeigt werden [15].
Daneben konnten weitere Hirnnerven
(z.B. N. trigeminus) als Infektionsrou-
ten in das ZNS dienen [38]. Obwohl ers-
te Studien auf eine mogliche neuronale
Ausbreitung von SARS-CoV-2 im ZNS
hindeuten (B Tab. 2), sind weitere Unter-
suchungen notwendig, um diesen Weg
besser zu verstehen [26].

Indirekte und systemische
Effekte von SARS-CoV-2 auf das
Nervensystem

Die neurologischen Symptome und neu-
ropathologischen Verdnderungen bei
COVID-19-Patienten konnen durch di-
rekte Virus-induzierte und indirekte,
systemische oder therapieinduzierte Ef-
fekte verursacht werden.

Organversagen

Durch ein kardiorespiratorisches Versa-
gen bei COVID-19-Patienten kann es zu
einer globalen Hypoxie im ZNS kom-
men, nachweisbar vor allem in hypoxie-
sensiblen Arealen wie dem Kleinhirn und
dem Hippocampus [26]. Oft ist noch un-
Kklar, inwieweit eine direkte Infektion der
Organe eine Rolle spielt. In jedem Fall

konnten systemische metabolische Ver-
anderungen, die auf einer Funktionsein-
schrinkung verschiedener Organe wie
Niere oder Leber beruhen, zur neuro-
logischen Symptomatik beitragen [26].

Autonomes Nervensystem

Eine besondere Rolle im Kontext von
COVID-19 kommt moglicherweise dem
autonomen Nervensystem zu. Patien-
ten mit Vorerkrankungen, die mit einer
erhohten Aktivitit des sympathischen
Nervensystems zusammenhdngen, wie
beispielsweise arterielle Hypertonie, Dia-
betes mellitus Typ 2 oder Herzerkran-
kungen, weisen eine héhere Morbidi-
tit und Mortalitit auf. Diese konnten
einerseits auf eine Hyperaktivierung
der ohnehin tbermiflig aktiven sym-
pathischen Neuronen, beispielsweise
im Hirnstamm, zuriickzufithren sein.
Andererseits konnte der in diesen Pati-
enten als vermindert aktiv beschriebene
neurovagale antiinflammatorische Re-
flex zur hoheren Sterblichkeit beitragen
[15]. Dariiber hinaus konnte, auch bei
Patienten ohne Vorerkrankungen, eine
Aktivierung des Hypothalamus zur Akti-
vierung des autonomen Nervensystems
tiber die Hypothalamus-Hypophysen-
Nebennierenrinden-Achse und damit
einhergehend zu einer Immundysregu-
lation fithren [25]. In jedem Fall ist noch
unklar, inwieweit direkte oder indirekte
Effekte der Infektion hier eine Rolle
spielen.

Systemische (Hyper-)Inflammation
und postinfektiose Autoantikorper

Im Normalfall 16st eine Virusinfektion
eine zellulire Reaktion mit Ausschiit-
tung von Zytokinen (vor allem Interfe-
rone [IFN]) aus. SARS-CoV-2 scheint
diesen Mechanismus wie viele andere Vi-
ren teilweise zu umgehen [55]. Eine Stu-
die zeigte, dass schwer erkrankte Pati-
enten wesentlich geringere IFN-a-Level
aufwiesen als leicht- und mittelschwer
erkrankte Patienten. Gleichzeitig zeigte
sich bei diesen Patienten stark erhoh-
te Werte anderer Zytokine (IL-6, IL-10
und TNF-a). Dieses Phinomen wird als
Zytokinsturm bezeichnet [21]. An seiner
Entstehungsind vermutlich dysregulierte

myeloide Zellen beteiligt [55]. Vermut-
lich fiihrt der Zytokinsturm zur Schadi-
gung der BHS und BLS. Somit kénnten
neben Zytokinen auch Virusbestandtei-
le in Liquor und das Gehirn allgemein
gelangen, welche dort in Mikrogliazel-
len sowie perivaskuldren und meninge-
alen Makrophagen eine Immunreaktion
auslosen und den systemischen Zytokin-
sturm verstirken, welcher zusatzlich zur
ZNS-Schidigung beitragt [26, 38].
Dariiber hinaus zeigen Studien eine
reduzierte Anzahl und/oder verinder-
te Aktivitit von Lymphozyten im pe-
ripheren Blut der Patienten, vor allem
natiirliche Killerzellen sowie CD4- und
CD8-T-Zellen, die mit der Schwere der
Erkrankung korreliert [55]. Eine ande-
re Studie fand in schwerkranken Pati-
enten vermehrt polyklonale GM-CSF+-
CD4-T-Zellen, die so auch bei Patien-
ten mit inflammatorischen Autoimmun-
erkrankungen, unabhiangig von COVID-
19, gefunden wurden [55]. Auch wur-
den in Patienten hochaffine SARS-CoV-
2-neutralisierende Antikorper entdeckt,
die mit Sdugetierepitopen — auch im Ge-
hirn - kreuzreagierten [32]. Diese Au-
toantikorper konnten auch lange nach
einer durchgestandenen SARS-CoV-2-
Infektion noch fiir neurologische Spit-
folgen wie anhaltender Geruchsverlust
oder ein Ermiidungssyndrom (,,chronic
fatigue®) (mit-)verantwortlich sein.

Hyperkoagulabilitat

Eine erhohte Gerinnbarkeit des Blu-
tes (Hyperkoagulabilitit), mit Embolien
und Mikrothromben in einer Vielzahl
von Organen, ist ein weiteres Haupt-
merkmal schwerer COVID-19-Verlaufe
([11]; @ Abb. 3). Diese Befunde sind gut
vereinbar mit ischdmischen ZNS-Infark-
ten als eine gehaufte Komplikation bei
COVID-19-Erkrankten (@Tab. 1). Die
Pathogenese der gestorten Prokoagu-
lanz-Antikoagulanz-Balance ist nicht
abschlieflend geklart. Moglicherweise
spielt dabei die Aktivierung des Kom-
plementsystems und eine vermehrte
Ausschiittung von koagulationsfordern-
dem IL-6 sowie die Rekrutierung von
Neutrophilen eine entscheidende Rolle.
Mit dem Ziel, Pathogene zu immobilisie-
ren, entlassen Neutrophile ,neutrophil
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Tab.2 Nachweis der Virusinfektion im zentralen und peripheren Nervensystem
Literaturquelle

Methode? Lokalisation

RT-qPCR Lobus frontalis

RT-qPCR Liquor cerebrospinalis

RT-gPCR Medulla oblongata

RT-gPCR Ganglion trigeminale

RT-qPCR Bulbus olfactorius

RT-gPCR Cerebellum

Sequenz- Liquor cerebrospinalis

ierung

IHC Olfaktorische sensorische
Neurone (Epithelium olfac-
torium)

IHC N. olfactorius

IHC N. vagus, N. glossopharyn-
geus

IHC Cerebellum

IHC GefaBendothel

IHC Cortex cerebri

IHC Meningen

IHC Plexus choroideus

IHC Medulla oblongata

Paniz-Mondolfi et al. (2020) [42]

Matschke et al. (2020) [37]
Yang et al. (preprint) [57]
Solomon et al. (2020) [51]

Moriguchi et al. (2020) [40]

Matschke et al. (2020) [37]
Meinhardt et al. (2021) [38]
Solomon et al. (2020) [51]

Meinhardt et al. (2021) [38]

Meinhardt et al. (2021) [38]
Solomon et al. (2020) [51]

Meinhardt et al. (2021) [38]
Zhou et al. (2020) [58]

Cantuti-Castelvetri et al. (2020) [7]
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IHC Immunhistochemie, RT-gPCR Reverse-Transkriptase quantitative Polymerase-Kettenreaktion
°Ein eindeutiger elektronenmikroskopischer Nachweis von SARS-CoV-2 im zentralen Nervensystem ist

unserer Meinung nach bisher noch ausstehend

extracellular traps“ (NETs, extrazelluld-
re Netze aus kondensiertem Chromatin
und antimikrobiellen Proteinen), welche
Ausgangspunkt einer Thrombusbildung
sein konnen [39]. Weiterhin tragen dif-
fuse, endotheliale Verinderungen mit
Entztindungsanzeichen wie eine erh6hte
Von-Willebrand-Faktor-Konzentration
zur Entstehung von Thromben bei [11].
Die bisherigen Erkenntnisse weisen da-
rauf hin, dass sich Hyperinflammation
und Hyperkoagulabilitit bei COVID-
19-Patienten gegenseitig verstirken.

Therapiefolgen

Aufgrund des erhohten Risikos von mul-
timorbiden Patienten fiir einen schweren
COVID-19-Krankheitsverlauf ~ haben
Patienten, die an COVID-19 verster-
ben, hdufig weitere, v.a. internistische
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Grunderkrankungen mit z. T. neurologi-
scher Symptomatik, die die Interpreta-
tion der neuropathologischen Befunde
erschweren. Dariiber hinaus kann eine
intensivmedizinische Behandlung mit
Langzeitbeatmung oder extrakorpora-
ler Membranoxygenierung (ECMO) und
die extrakorporale Lungenunterstiitzung
(ECLA) zu neuropathologischen Verin-
derungen am Gehirn, wie z.B. intra-
zerebralen Hamorrhagien, fithren. Eine
genaue Abgrenzung der Atiologie durch
neuropathologische Expertise ist daher
zwingend notwendig, um die Ursache
und Pathogenese der neuropathologi-
schen Verdnderungen bei COVID-19 zu
eruieren.

Modelle zur Untersuchung
der Effekte einer SARS-CoV-2-
Infektion auf das ZNS und PNS

Um die Infektions-, Verbreitungs- und
Schidigungsmechanismen von SARS-
CoV-2 im ZNS besser zu verstehen und
auch potenzielle Therapien zu testen,
bedarf es je nach konkreter Fragestel-
lung geeigneter In-vitro- und In-vivo-
Modelle.

In-vitro-Modelle

Die meisten bisher eingesetzten etablier-
ten Zelllinien, z.B. Vero E6 (Nierenepi-
thelzellen aus griiner Meerkatze), HEK
293T (humane Nierenepithelzellen),
Huh7 (aus humanem hepatozelluldrem
Karzinom), Caco-2 (aus humanem ko-
lorektalen Karzinom) oder Calu-3 (aus
humanem Lungenkarzinom), sind nicht
ZNS- oder PNS-spezifisch und kénnen
daher nur begrenzt fiir ZNS-spezifische
Fragestellungen verwendet werden [35,
50, 54]. Hingegen sind neuronale Kul-
turen, Neurosphdren und 3D-Gehirn-
Organoide aus induzierten pluripoten-
ten humanen Stammzellen gut geeignet,
um die Effekte einer SARS-CoV-2-In-
fektion auf Zellen des ZNS in vitro zu
untersuchen (6, 8, 27, 43, 46, 52]. Dabei
konnte die Infizierbarkeit neuronaler
Progenitorzellen sowie von Neuronen
und Plexusepithelzellen gezeigt werden.
Uber eine aktive virale Replikation in
Neuronen wird dabei unterschiedlich
berichtet.

In-vivo-Modelle

Als fiir eine SARS-CoV-2-Infektion
empfangliche Tiermodelle werden vor-
rangig Miuse, Hamster, Frettchen und
nichthumane Primaten (NHP) genutzt
[17, 18, 24, 33, 50]. Die Suszeptibilitit
der Tiermodelle determiniert sich dabei
durch die Bindungsaffinitit zum tier-
spezifischen ACE2 oder der Protease-
aktivitit fir die Spaltung des viralen
Spikeproteins. Da Miuse aufgrund von
Unterschieden zwischen murinem und
humanem ACE2 per se nicht empfiang-
lich fur eine Infektion mit humanem
SARS-CoV-2 sind [59], werden trans-
gene Mauslinien mit Expression des
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Promotoren und damit auch erweiter-
tem Organtropismus verwendet [17,
24]. Dies fithrt bei Krt18-hACE2 Miu-
sen und betaActin-hACE2-Miausen zu
einer schweren Pneumonie mit typischer
Inflammation, Thrombosen und auch
Anosmie [22, 24]. Bei diesen Linien
tritt bei SARS-CoV- und SARS-CoV-
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Neuron Abb. 2 <« Mégliche Infekti-
onsrouten fiir SARS-CoV-2
ins zentrale Nervensys-
tem am Beispiel der olfak-

10 pm

Abb. 3 < Intravas-
kuldre Mikrothrom-
ben (Pfeile) im Be-
reich des Thalamus
einesan COVID-19
verstorbenen Pati-
enten. HE-Farbung.
4 Messbalken: 10 um

2-Infektionen auch eine Invasion des
Gehirns und z.T. Enzephalitis auf, was
bei COVID-19 in dieser Ausprigung
nicht beobachtet wird. Weiterhin konnte
durch eine virale transiente Transdukti-
on eine Expression von hACE2 gezieltim
Respirationstrakt erreicht werden, was
zu schweren Pneumonien mit hohen
Viruslasten fiihrt, wie auch bei COVID-

torischen Routen (neu-
rogene Route) und einer
Penetration der Blut-Li-
quor-Schranke (BLS; ha-
matogene Route; (a)). Im-
munfluoreszenzfarbung
von olfaktorischen Neuro-
nen (Tuj1+, lila) und SARS-
CoV-2 (gelb) in der olfak-
torischen Mukosa (b). DA-
P4’ 6-Diamidin-2-pheny-
lindol (Kernférbung, blau),
SARS-CoV-2 ,severe acute
respiratory syndrome coro-
navirus 2”

19 [22, 24]. Eine Adaptation von SARS-
CoV-2 an die Maus gelang durch die Ad-
aptation der Rezeptorbindedomine des
Spikeproteins {iber Mauspassagen sowie
die Einfithrung gezielter Mutationen,
auch iiber CRISPR/Cas-Technologien,
was die Verwendung von Wildtypméusen
erlaubt [22, 24]. Hierbei treten schwerere
Krankheitsverldufe — auch mit ARDS -
als bei hACE2-transgenen Mdusen auf.

Hamster gelten auch als geeignetes
Tiermodell, um die SARS-CoV-2-Infek-
tionim oberen und unteren Respirations-
trakt mit entsprechenden histopatholo-
gischen Veranderungen abzubilden [17,
24]. Dies trifft auch fiir Frettchen zu, die
vor allem auch fiir Studien zur direkten
und indirekten Ubertragung des Erregers
wertvolle Ergebnisse liefern [17, 24, 33].

Als NHPs werden Rhesusaffen, Maka-
ken und Griine Meerkatzen verwendet,
die meist auch einen milden COVID-19-
Verlauf mit leichten klinischen Sympto-
men, Virusnachweis und histopatholo-
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Abb. 5 A Probenentnahme bei Obduktionen aus dem zentralen Nervensystem.Im Rahmen des
COVID-19-Register der Deutschen Gesellschaft fiir Neuropathologie und Neuroanatomie e.V. wurde
ein Kerndatensatz (rot) zur neuropathologischen Untersuchung bei COVID-19-erkrankten Patienten
definiert, um eine Vereinheitlichung an den verschiedenen Standorten zu gewéhrleisten. Weitere in-
teressante Regionen kdnnen optional entnommen werden (schwarz). (Gestrichelte Linie =Lokalisation
liegt nicht in gezeigter Schnittebene). CGL Corpus geniculatum laterale, HN Hirnnerv, LC Locus coeru-
leus
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Abb. 4 <« Register CNS-
COVID19. Neuropatholo-
gische Autopsiedaten wer-
den fachiibergreifend im
deutschen Register COVID-
19 (DeRegCovid) zusam-
mengefiihrt und als homo-
gene Datenbasis zugang-
lich fiir die wissenschaft-
liche Gemeinschaft ver-
eint. Unterstiitzend wirken
dieinnerhalb von DEFEAT-
PANDEMICs gegriindeten
neuropathologischen Re-
ferenzzentren (blau hinter-
legt)

gischen Lasionen im Respirationstrakt
aufweisen. Ein Zytokinsturm mit sys-
temischer Entziindungsreaktion wie bei
COVID-19 wurde jedoch nicht beob-
achtet. Die Infektion von alten Griinen
Meerkatzen und Rhesusaffen fiihrt je-
doch zu schwereren Krankheitsverldu-
fen und kann so auch als Modell fiir Al-
tersdispositionbei COVID-19verwendet
werden (22, 24].

COVID-19-Register

Zum schnelleren und besseren Verstind-
nis einer Beteiligung des ZNS und PNS
bei COVID-19 werden systematische
Untersuchungen von Gewebeproben
ausreichend grofler Patientenkohorten
bendtigt. Aus diesem Grund hat die
Deutschen Gesellschaft fiir Neuropatho-
logie und Neuroanatomie (DGNN e.V.)
das deutschlandweite Register CNS-
COVID19 zur Zusammenfithrung von
multizentrisch vorliegenden klinischen
Daten und Obduktionsbefunden und
dezentralem Biosampling gegriindet.
Dieses steht der wissenschaftlichen Ge-
meinschaft zur Verfiigung und vernetzt
sich mit vorhandenen klinischen Patien-
tenregistern. CNS-COVID19 sammelt



Tab.3 Neuropathologischer Datensatzzur Gewebeentnahme bei COVID-19-Sektionen.XAnga-

be der Areale und der funktionalen Zugehdrigkeit dieser Areale (olfaktorisch, gustatorisch, kardio-
respiratorisch, PNS)
Areal

Epithelium olfactorium (unterhalb
Lamina cribrosa)

Bulbus olfactorius

Hippocampus (auf Hohe von Corpus
geniculatum laterale)

Gyrus frontalis medius
Mesencephalonmit Substantia nigra

Pons (rostral) mit Locus coeruleus
(oberhalb des V. HN)

Pons (caudal) mit oberer Medulla ob-
longata

Medulla oblongata

Nervus facialis (VII. HN)

Nervus glossopharyngeus (IX. HN)
Nervus vagus (X. HN)

Medulla spinalis (Pars cervicalis)
Cortex cerebelli

Meningen (Leptomeningen)
Plexus choroideus

Arteria carotis interna (Pars cerebralis)
Ganglion trigeminale

Musculus quadriceps femoris?
Nervus ischiadicus®

Nervus suralis®

Olfaktorisch Gustatorisch Kardio-re- PNS

spiratorisch

X
X X
X X
X X
X X
X X
X
X

< X X X

Kursiv= Kerndatensatz, steil = zusatzliche interessante Regionen

HN Hirnnerv, PNS peripheres Nervensystem
*Zusatzlich Fixierung mit 6 % Glutaraldehyd (GA)
*Zustzlich Fixierung mit 4% GA

Autopsiedaten und zugehérige Metada-
ten von Uber 35 universitiren und au-
Beruniversitiren (neuropathologischen)
Instituten. Der bestehende intersek-
torale Austausch wurde im Rahmen
des DEFEAT-PANDEMIcs-Projekts des
»Netzwerks Universititsmedizin“ noch
erweitert (@ Abb. 4). Dieses Projekt zielt
auf eine deutschlandweite systemati-
sche Zusammenfithrung von Daten und
Erkenntnissen im Pandemiefall durch
den Aufbau eines nationalen Obdukti-
onsnetzwerkes ab. Extract-Transform-
Load(ETL)-Strecken, die Teil eines ei-
gens erstellten Datenintegrationssystems
sind, harmonisieren die Informationen
aus unterschiedlichen Quellen und ver-
einen sie als homogene Datenbasis im
DeRegCovid-Register, einem nationa-
len fachiibergreifenden COVID-19-Au-
topsieregister an der Universititsklinik

Aachen. Die Nutzung der Daten wird
mittels der Infrastruktur des Nationa-
len Forschungsnetzwerks unter Ein-
bindung der von der Medizininforma-
tikinitiative (www.medizininformatik-
initiative.de) etablierten  Dateninte-
grationszentren ermoglicht  (https://
www.bmbf.de/de/karliczek- netzwerk-

universitaetsmedizin-startet-vertiefte-

forschungsarbeit-zu-covid-19-12649.

html). Perspektivisch ist es sinnvoll,
weitere mit Bezug auf COVID-19-Er-
krankungen und damit verbundene
pathologische Merkmale entwickelte
klinische Register in die Datenintegra-
tion mit einzubeziehen. Das von der
DGI (Deutsche Gesellschaft fiir Infek-
tiologie) und dem DZIF (Deutsches
Zentrum fur Infektionsforschung) kon-
zipierte ,lean european open survey for
SARS-CoV-2 infected patients“ (LEOSS)

sammelt europaweit Daten zu Epide-
miologie und Krankheitsverlauf von
Patienten mit COVID-19 ([49]; https://
leoss.net). Die Studie ,pooled analysis
of neurologic disorders manifesting in
intensive care” (PANDEMIC) der Deut-
schen Gesellschaft fiir Neurointensiv-
und Notfallmedizin (DGNI) betrachtet
die Charakteristika von COVID-19-Pati-
enten mit neurologischen Manifestatio-
nen und gleichzeitigem schweren Ver-
lauf  (https://www.dgni.de/forschung/
ignite-initiative-klinischer-multizenter-
studien.html). Die institutions- und fach-
iibergreifende Zusammenfithrung aller
Daten ist hilfreich fiir die Pathogenese-
forschung bei COVID-19-Erkrankung
und bildet eine exzellente Grundlage
fir den schnellen Aufbau vergleich-
barer Infrastrukturen bei zukiinftigen
Pandemien.

Empfehlungen zur Proben-
entnahme und Fixierung

Die bisherigen Ergebnisse zeigen die Vor-
ziige einer Untersuchung an ausreichend
groflen Patientenkohorten im Vergleich
zu einzelnen Fallstudien. Im Rahmen
der COVID-19 Task Force der DGNN
und dem Aufbau von CNS-COVIDI9
wurden Empfehlungen fiir die standardi-
sierte Entnahme relevanter Gehirnareale
sowie zusitzlich von peripheren Nerven
und Skelettmuskeln zusammengestellt
(B Tab. 3; BAbb. 5, www.cns-covid19.
de). Die Gewebeproben sollten - auch
zur Virusinaktivierung - ausreichend
lange in Formalin' [23] bzw. Gluta-
raldehyd fiir eine Semidiinnschnittpra-
paration und ultrastrukturelle Analyse
fixiert werden. Fiir letztere sind neben
2-6% gepuffertem Glutaraldehyd (GA)
insbesondere zur Primirfixierung auch
gepufferte Gemische mit Formaldehyd
(FA) zu empfehlen (z.B.1% FAund 2,5 %

' 10 % gepufferte Formalinlosung, enthélt 4 %
Formaldehyd (FA): mind. 48 h bei Paraffinein-
bettung (die bliche Paraffineinwirkung von
mind. 2h bei 60-65°C verstdrkt die Virus-
inaktivierung); ohne Hitzeeinwirkung besser
langere Fixierungszeit [21]. Das Center for
Disease Control der USA empfiehlt 72hin 10%
gepufferter Formalinlosung (https://www.cdc.
gov/coronavirus/2019-ncov/hcp/guidance-
postmortem-specimens.html).
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Abb. 6 A Charakteristische Ultrastruktur einer SARS-CoV-2-infizierten Zelle in der Lunge. a Stern=
Membrankompartimente mit intrazelluldren Viruspartikeln, Pfeile =Coronaviren, Messbalken:

500 nm. b schwarzer Pfeil=Biomembran eines Viruspartikels, weiler Pfeil= granuldres Ribonu-
kleoprotein, schwarze Pfeilspitzen = Krone, Messbalken: 100 nm. SARS-CoV-2 ,severe acute respiratory

syndrome coronavirus 2"

GA). Es sind kleine (ca. 2-3mm Kan-
tenldnge) Gewebestiicke zu entnehmen,
um eine gute Fixierung und Morpho-
logie zu gewihrleisten. Zur Erfassung
fokaler Infektionen sollten mdglichst
aus verschiedenen Regionen der Organe
Proben entnommen werden, welche in
vielen Schnittebenen aufgearbeitet und
aufmerksam am Elektronenmikroskop
durchgemustert werden sollten.

Fiir eine ultrastrukturelle Suche nach
Viren sollten speziell Proben aus Ge-
weben mit moglichst hoher, durch RT-
qPCR nachgewiesener Viruslast gewon-
nen werden, ggf. auch wenn diese ein
hohes postmortales Intervall aufweisen
[16, 38], primdr kryoasserviert oder in
Formalin fixiert wurden oder bereits
als FFPE(formalinfixiertes und paraffin-
eingebettetes)-Gewebe vorliegen. FFPE-
Gewebe ermdglicht es auflerdem, ge-
zielt Infektionsfoci (Nachweis mittels
Immunhistochemie oder In-situ-Hybri-
disierung) zu stanzen und anschlieflend
fur Elektronenmikroskopie weiter auf-
zuarbeiten [38]. Durch Darstellung mor-
phologisch intakter Viruspartikel kann
weiterhin eine wichtige Validierung der
anderen Techniken erfolgen. Additive
wie Gerbsdure konnen die Darstellung
der Spikes deutlich verbessern [34].

Intrazelluldre Viruspartikel (8 Abb. 6)
sind typischerweise in Membrankom-
partimenten lokalisiert (8 Abb. 6a, Stern-
chen). Trotz starker Autolyse des Gewe-
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bes lassen sich Coronaviren gut identifi-
zieren (@B Abb. 6a, Pfeile). Die Viruspar-
tikel lassen sich durch ihre Substruktur
mit Biomembranen (8 Abb. 6b, schwar-
zer Pfeil), granularem Ribonukleoprotein
(RNP; @ Abb. 6b, weifler Pfeil) und ih-
rer Grofle von ca. 100nm von anderen
Strukturen abgrenzen. Einzelne infizier-
te Zellen mit dutzenden bis hunderten
Viruspartikeln koénnen als schnittinter-
ne Positivkontrolle fungieren und so
die Identifizierung von einzelnen Vi-
ruspartikeln in anderen Zellen erleich-
tern. Diverse morphologisch dhnliche
Strukturen sollten gezielt von mogli-
chen Viruspartikeln abgegrenzt werden
[16, 25, 38]. Wichtig hierbei, vermutlich
auch Grund vieler publizierter Fehlein-
ordnungen, ist die Unterscheidung der
Ultradiinnschnittpriparation, in wel-
cher die ,,Krone“ hdufig nur angedeutet
(B Abb. 6b, Pfeilspitzen) erscheint, von
der Negativkontrastierung, in welcher sie
als charakteristisches morphologisches
Merkmal sehr prominent ist. Weiterhin
koénnen Vesikel innerhalb von Zister-
nen des endoplasmatischen Retikulums,
ebenfalls mit granuldrer Innenstruktur,
Schwierigkeiten in der Abgrenzung be-
reiten [25, 38]. Jedoch imponieren diese
mit deutlich prominenteren und gro-
Beren Granula (17-23nm vs. 9-16nm)
im Vergleich zum RNP der Coronaviren
[25].

Da sowohl die FA- als auch GA-
Fixierung zur zuverldssigen Abt6tung
von SARS-CoV-2 fithrt [30], kann das
Gewebe in einem Standard-Pathologie-
labor aufgearbeitet und an innerhalb
von DEFEAT-PANDEMIcs unterstiitzte
Referenzzentren versandt werden ([20];
O Abb. 4). Fir komplexere Methoden
empfiehlt es sich, das Gewebe in Forma-
lin zu fixieren und in Sucrose gefroren
zu asservieren (ohne Paraffineinbettung)
[53].

Ausblick

Die neurologischen Manifestationen bei
COVID-19 sind bisher noch unzurei-
chend verstanden. Eine respiratorische
Insuffizienz und Hyperkoagulabilitit
konnen das Risiko eines ischdmischen
oder hiamorrhagischen Infarktes erho-
hen. Es wurden bereits bei mehreren
Patienten mit COVID-19 intravaskulire
Mikrothromben im ZNS nachgewie-
sen. Zusitzlich kann eine systemische
Hyperinflammation (Zytokinsturm) die-
se Verinderungen verstirken. Ob und
wie genau eine direkte (virale) oder
indirekte Beteiligung des ZNS kausal
mit einem schweren Krankheitsver-
lauf von COVID-19 zusammenhingt,
kann erst nach systematischen neuropa-
thologischen Untersuchungen groflerer
Patientenkohorten beantwortet werden.
Hinweise auf eine SARS-CoV-2-Infekti-
on in der Medulla oblongata deuten auf
eine mogliche Rolle bei der kardiore-
spiratorischen Insuffizienz hin, da hier
wichtige Nervenkerne zur Regulation des
Atemzentrums und CO;-Chemorezep-
toren lokalisiert sind. Ebenfalls konnte
eine virale Infektion die Funktion spezi-
fischer O,-Chemosensoren im Glomus
caroticum beeinflussen. Weitere wichti-
ge Fragen sind noch nicht abschlieflend
geklart. Welcher Mechanismen bedient
sich das Virus, um ins ZNS zu gelangen?
Wie ist die Pathogenese der beschrie-
benen ZNS-Schidigungen? Sind sie
direkter Natur oder auf die systemische
Reaktion des Korpers zuriickzufithren?
Wihrend es schon verschiedene Studien
zu COVID-19-Auswirkungen auf das
ZNS gibt, fehlen systematische morpho-
logische Untersuchungen des peripheren
Nervensystems und der Skelettmusku-



latur fast ginzlich. Zur Beantwortung
der genannten Fragen kommt in der
Grundlagenforschung und translationa-
len Forschung der Weiterentwicklung
geeigneter In-vitro- und In-vivo-Model-
le eine wichtige Rolle zu. Insbesondere
eine systematische Erfassung von Ge-
webe- und Autopsieproben klinisch gut
charakterisierter Patientenkohorten, die
Entwicklung standardisierter Gewebe-
asservierungsprotokolle bei Autopsien
unter Einhaltung der besonderen Hy-
gienevorschriften sowie die Entwicklung
und Etablierung von Methoden zum fein-
geweblichen Virusnachweis und ,deep
phenotyping” werden essenziell sein,
um die Rolle der Beteiligung des ZNS
und PNS fiir den Krankheitsverlauf
bei COVID-19 néher zu charakterisie-
ren, neue Behandlungsmoglichkeiten zu
entwickeln und Langzeitfolgen abzu-
schitzen.

Fazit fiir die Praxis

== Patienten mit COVID(coronavirus
disease)-19-Erkrankungen kénnen
eine Beteiligung des zentralen Ner-
vensystems (ZNS) und des peripheren
Nervensystems (PNS) aufweisen, die
einen Einfluss auf Morbiditat und
Mortalitat hat.

== Gehauft treten hypoxamische Veran-
derungen inkl. ZNS-Infarkte auf, wel-
che vermutlich durch Mikrothromben
bei Hyperkoagulationssyndrom und
Zytokinsturm verursacht werden.

== Ein direkter Virusnachweis von SARS-
CoV-2 (,severe acute respiratory syn-
drome coronavirus 2“) im ZNS konnte
mithilfe immunhistochemischer Me-
thoden und molekularer Analysen
erbracht werden. Als Eintrittspforte
in das Gehirn werden neurogene
oder hamatogene Ausbreitungswege
diskutiert.

== Zum besseren Verstandnis der Patho-
genese der Beteiligung des ZNS und
PNS bei COVID-19-Patienten miissen
Gewebeproben ausreichend grof3er
Patientenkohorten untersucht wer-
den. Eine autoptische Untersuchung
und systematische Erfassung von
an/mit COVID-19 verstorbenen Pa-
tienten in einem Register ist daher
dringend erforderlich.

== Systematische neuropathologische
Untersuchungen des PNS und der
Skelettmuskulatur fehlen bisher.
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