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Ein Fallbericht (Ubersetzung; englischer Originaltext im Anhang):

Multifokale nekrotisierende Enzephalitis und Myokarditis nach
BNT162b2 mRNA-Impfung gegen COVID-19

Michael Morz

Institut flir Pathologie "Georg Schmorl" Stadtisches Klinikum Dresden-Friedrichstadt, Friedrichstrasse 41,
01067 Dresden, Germany; michael.moerz@klinikum-dresden.de.

Abstract: Der aktuelle Bericht stellt den Fall eines 76-jahrigen Mannes mit Parkinson-Krankheit (PD) vor, der drei
Wochen nach Erhalt seiner dritten COVID-19-Impfung starb. Der Patient wurde erstmals im Mai 2021 mit dem
Vektorimpfstoff ChAdOx1 nCov-19 geimpft, gefolgt von zwei Dosen des mRNA-Impfstoffs BNT162b2 im Juli und
Dezember 2021. Die Familie des Verstorbenen beantragte aufgrund unklarer klinischer Anzeichen vor dem Tod
eine Autopsie. PD wurde durch Obduktion bestatigt. AuBerdem zeigten sich Zeichen einer Aspirationspneumonie
und einer systemischen Arteriosklerose. Histopathologische Analysen des Gehirns deckten jedoch zuvor
unerwartete Befunde auf, darunter eine akute Vaskulitis (Uberwiegend lymphozytar) sowie eine multifokale
nekrotisierende Enzephalitis unbekannter Atiologie mit ausgeprigter Entziindung einschlieBlich glialer und
lymphozytdarer Reaktionen. Im Herzen zeigten sich Zeichen einer chronischen Kardiomyopathie sowie einer
leichten akuten lympho-histiozytdaren Myokarditis und Vaskulitis. Obwohl bei diesem Patienten keine COVID-19-
Vorgeschichte vorlag, wurde eine Immunhistochemie fiir SARS-CoV-2-Antigene (Spike- und
Nukleokapsidproteine) durchgefiihrt. Uberraschenderweise konnte in den Entziindungsherden sowohl im
Gehirn als auch im Herzen, insbesondere in den Endothelzellen kleiner BlutgefaRe, nur Spike-Protein, aber kein
Nukleokapsid-Protein nachgewiesen werden. Da kein Nukleokapsid-Protein nachgewiesen werden konnte,
muss das Vorhandensein von Spike-Protein eher einer Impfung als einer viralen Infektion zugeschrieben
werden. Die Ergebnisse bestatigen frithere Berichte liber Enzephalitis und Myokarditis, die durch genbasierte
COVID-19-Impfstoffe verursacht wurden.

Schliisselworter: COVID-19-Impfung; nekrotisierende Enzephalitis; Myokarditis; Spike-Protein-Nachweis;
Nukleokapsid-Protein-Nachweis; Autopsie

1. Einleitung

Das Auftreten des schweren akuten respiratorischen Syndroms Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) im Jahr 2019
und die anschlieBRende weltweite Ausbreitung von COVID-19 l6sten einen wahrgenommenen Bedarf aus, das
Fortschreiten der COVID-19-Pandemie durch die rasche Entwicklung und den Einsatz von Impfstoffen aufzuhalten.
Jingste Fortschritte in der Genomik ermdglichten genbasierte Strategien zur Entwicklung dieser neuartigen
Impfstoffe, einschliellich DNA-basierter nicht replizierender viraler Vektoren und mRNA-basierter Impfstoffe, die
zudem in einem stark verkirzten Zeitrahmen entwickelt wurden [1-4].

Das Notfall-Listungsverfahren seitens der WHO (Emergency Use Listing Procedure, EUL), das die
Akzeptabilitdt von Medizinprodukten auf der Grundlage von Nachweisen fiir Qualitat, Sicherheit, Wirksamkeit
und Leistung festlegt [5], erlaubte es, diese Impfstoffe bereits 1-2 Jahre nach Beginn der Entwicklung zu
vermarkten. In den veroffentlichten Ergebnissen der klinischen Phase 3-Studien wurden nur wenige schwere
Nebenwirkungen beschrieben [2,6-8]. Inzwischen ist jedoch klar geworden, dass schwere und sogar todliche
Nebenwirkungen auftreten koénnen; dazu gehdren insbesondere kardiovaskuldre und neurologische
Erscheinungen [9-13]. Kliniker sollten solche Fallberichte zur Kenntnis nehmen, um derartige Nebenwirkungen bei
ihren Patienten frihzeitig zu erkennen und zu behandeln. Dariber hinaus sollte eine griindliche Obduktion der
Leiche, einschlielllich der Histologie, bei unklaren Todesfallen im Zusammenhang mit COVID-19-Impfungen in
Betracht gezogen werden. In diesem Bericht wird der Fall eines 76-jahrigen Senioren vorgestellt, der insgesamt
drei Dosen von zwei verschiedenen COVID-19-Impfstoffen erhalten hatte und drei Wochen nach der zweiten Dosis
des mRNA-BNT162b-Impfstoffs verstarb. Autopsie und Histologie ergaben eine unerwartete nekrotisierende
Enzephalitis und eine leichte Myokarditis mit pathologischen Veranderungen der kleinen BlutgefaRe.
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Ein kausaler Zusammenhang dieser Befunde mit der vorangegangenen COVID-19-Impfung wurde durch den
immunhistochemischen Nachweis des SARS-CoV-2-Spike-Proteins hergestellt. Die in dieser Studie vorgestellte
Methodik sollte niitzlich sein, um in unklaren Fallen zwischen der Verursachung durch eine COVID-19-Impfung
oder eine Infektion zu unterscheiden.

2. Materialien und Methoden

2.1. Routine-Histologie

Formalin-fixierte Gewebe wurden routinemaRig aufbereitet, und in Paraffin eingebettetes Gewebe wurde
flr die histopathologische Untersuchung in 5 um groRe Schnitte geschnitten und mit Himatoxylin und Eosin (H&E)
gefarbt.

2.2. Immunhistochemie

Die immunhistochemische Farbung wurde an Herz und Gehirn mit einem vollautomatischen
Immunfarbesystem (Ventana Benchmark, Roche) durchgefiihrt. Ein Antigen-Retrieval (Ultra CC1, Roche Ventana)
wurde fiir jeden Antikorper verwendet. Die Zielantigene und Verdiinnungsfaktoren fiir die verwendeten
Antikorper sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Die Inkubation mit dem Primarantikorper erfolgte jeweils fir 30
Minuten. Gewebe von SARS-CoV-2-positiven COVID-19-Patienten wurden als Kontrolle fiir die Antikorper gegen
SARS-CoV-2-Spike und Nukleokapsid verwendet (Abbildung 1). Kultivierte Zellen, die in vitro transfiziert worden
waren (siehe unten), dienten als Positivkontrolle fiir den Nachweis der impfstoffinduzierten Spike-Protein-
Expression und als Negativkontrolle fiir den Nachweis des Nukleokapsid-Proteins. Die Objekttrager wurden mit
einem Lichtmikroskop (Nikon ECLIPSE 80i) untersucht und reprasentative Bilder wurden mit dem Kamerasystem
Motic® Europe Motic MP3 aufgenommen.

Tabelle 1. Fiir die Immunhistochemie verwendete Priméarantikérper. Die Gewebeschnitte wurden 30 Minuten mit dem
jeweiligen Antikorper inkubiert, der wie in der Tabelle angegeben verdiinnt wurde.

Zielantigen Hersteller Klon Verdiinnung Inkubationszeit
CD3 (exprimiert von T-Lymphozyten) cytomed ZM-45 1:200 30 min
CD68 (exprimiert von monozytdren DAKO PG-M1 1:100 30 min
Zellen)
SARS-CoV-2-Spike Untereinheit 1 ProSci 9083 1:500 30 min
SARS-CoV-2-Nukleokapsid ProSci 35-720 1:500 30 min
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Abbildung 1. Nasenabstrich von einer Person mit akuter symptomatischer SARS-CoV-2-Infektion (bestatigt durch PCR). Man
beachte das Vorhandensein von Flimmerepithel. Die Immunhistochemie fir zwei SARS-CoV-2-Antigene (Spike- und
Nukleokapsidprotein) ergab eine positive Reaktion fiir beide, wie nach einer Infektion zu erwarten. (a) Nachweis des Spike-
Proteins. Positivkontrolle fir den Nachweis der Spike-Untereinheit 1 des SARS-CoV-2-Proteins. Mehrere Flimmerepithelien
der Nasenschleimhaut zeigen brdunliche granuldre DAB-Ablagerungen (roter Pfeil). Im Vergleich zum Nukleokapsid sind
weniger DAB-Granula vorhanden, und die granuldaren DAB-Ablagerungen sind weniger dicht gepackt. (b) Nachweis von
Nukleokapsidprotein. Positivkontrolle fiir den Nachweis des Nukleokapsidproteins von SARS-CoV-2. Mehrere
Flimmerepithelien der Nasenschleimhaut zeigen in der Immunhistochemie dichte braunliche granulare Ablagerungen von
DAB (Beispiele rote Pfeile). Im Vergleich zum Spike-Nachweis sind die DAB-Granula feiner und dichter gepackt. VergréRerung:
400x.
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2.3. Herstellung von Positivkontrollproben fiir den immunhistochemischen Nachweis des impfstoffinduzierten
Spike-Proteins

Zellkultur und Transfektion: Ovarialkarzinom-Zelllinien (OVCAR-3 und SK-OV3, CSL cell Lines Service,
Heidelberg, Deutschland) wurden bis zu einer Konfluenz von 70 % in 75 cm2-Flachboden-Zellkulturflaschen (Cell
star) in DMEM/HAMS-F12-Medium, ergdnzt mit Glutamax (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 10 % FCS (Gibco,
Shanghai, China) und Gentamycin (Endkonzentration 20 pg/ml, Gibco), bei 37 °C und 5 % CO2 in einem
befeuchteten Zellinkubator geziichtet. Fir die Transfektion wurde das Medium vollstandig entfernt, und die
Zellen wurden 1 Stunde lang mit 2 ml frischem Medium bebritet, das die Injektionslésungen direkt aus den
Originalflaschen enthielt, die im Fall von BNT162b2 (Pfizer/Biotech) 1:500 und im Fall von mRNA-1273 (Moderna),
Vaxzevria (AstraZeneca) und Jansen (COVID-19-Impfstoff Jansen) 1:100 verdiinnt waren. Dann wurden weitere 15
ml frisches Medium zu den Zellkulturen gegeben, und die Zellen wuchsen weitere 3 Tage bis zur Konfluenz.

Herstellung von Gewebeblocken aus transfizierten Zellen: Das Zellkulturmedium wurde von den
transfizierten Zellen entfernt, und die Monolayer wurden zweimal mit PBS gewaschen, dann durch Zugabe von 1
ml 0,25 % Trypsin-EDTA (Gibco) trypsinisiert, mit 10 ml PBS/10 % FCS geerntet und 2x mit PBS gewaschen und bei
280x g fiir jeweils 10 min zentrifugiert. Die Zellpellets wurden tber Nacht in 2 ml PBS/4 % Formalin bei 8 °C fixiert
und anschliefend einmal in PBS gewaschen. Die nach der Zentrifugation verbleibenden Zellpellets wurden in je
200 pl PBS suspendiert, mit 400 pl 2%iger Agarose in PBS-Losung (vorgekihlt auf etwa 40 °C) vermischt und sofort
zur Fixierung in kleine (1 cm) Schalen (berfihrt. Die fixierten und in Agarose eingebetteten Zellpellets wurden in
4 % Formalin/PBS gelagert, bis sie parallel zu den Gewebeproben einer routinemaRigen Paraffineinbettung
unterzogen wurden.

2.4. Darstellung und Beschreibung des Falles
2.4.1. Klinische Vorgeschichte

In diesem Bericht wird der Fall eines 76-jahrigen Mannes mit vorbestehender Parkinson-Krankheit (PD,
engl. Parkinson‘s Disease) vorgestellt, der drei Wochen nach seiner dritten COVID-19-Impfung verstarb. Am Tag
seiner ersten Impfung im Mai 2021 (ChAdOx1 nCov-19 Vektorimpfstoff) traten bei ihm ausgepragte
kardiovaskulare Nebenwirkungen auf, wegen derer er wiederholt seinen Arzt aufsuchen musste. Nach der zweiten
Impfung im Juli 2021 (BNT162b2 mRNA-Impfstoff/Comirnaty) stellte die Familie offensichtliche Verhaltens- und
psychologische Verdanderungen fest (z. B. wollte er nicht mehr beriihrt werden und litt unter zunehmender Angst,
Lethargie und sozialem Riickzug selbst von engen Familienmitgliedern). Darliber hinaus kam es zu einer auffalligen
Verschlechterung seiner Parkinson-Symptome, was zu schweren motorischen Beeintrachtigungen fihrte und
dazu, dass er immer wieder auf einen Rollstuhl angewiesen war. Nach den ersten beiden Impfungen erholte er
sich nie vollstandig von diesen Nebenwirkungen, erhielt aber dennoch im Dezember 2021 eine weitere Impfung.
Zwei Wochen nach der dritten Impfung (der zweiten Impfung mit BNT162b2) kollabierte er plotzlich wahrend des
Abendessens. Bemerkenswerterweise hustete er nicht und zeigte auch keine Anzeichen einer
Nahrungsaspiration, sondern fiel einfach lautlos um. Davon erholte er sich mehr oder weniger, aber eine Woche
spater brach er erneut beim Essen lautlos zusammen. Der Notdienst wurde gerufen, und nach erfolgreichen, aber
langwierigen Wiederbelebungsversuchen (lber eine Stunde) wurde er ins Krankenhaus verlegt und direkt in ein
kiinstliches Koma versetzt, wo er jedoch kurz darauf starb. Die klinische Diagnose lautete Tod durch
Aspirationspneumonie. Nach Angaben seiner Familie gab es in der Vergangenheit weder eine klinische noch eine
Labordiagnose von COVID-19.

2.4.2. Autopsie

Die Autopsie wurde von der Familie des Patienten beantragt und genehmigt, da die Symptome vor dem
Tod des Patienten unklar waren. Die Autopsie wurde nach Standardverfahren einschlielRlich makroskopischer und
mikroskopischer Untersuchung durchgefiihrt. Es wurde grobes Hirngewebe fiir die histologische Untersuchung
prapariert, einschlieRlich des Gehirns (Frontalkortex, Substantia nigra und Nucleus ruber) sowie des Herzens
(linkes und rechtes ventrikuldres Herzgewebe).

3. Ergebnisse
3.1. Autopsie-Befunde

Anatomische Daten: Korpergewicht, Korpergrofe und Angaben zu den Kérperorganen sind in Tabelle 2
zusammengefasst.
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Tabelle 2. Anatomische Spezifikationen.

Eigenschaft MaRe
Korpergewicht 60 kg
Korpergrolle 175 cm
Gewicht des Herzens 410¢g
Gewicht des Gehirns 1560 g
Gewicht der Leber 1500 g

Gehirn: Die makroskopische Untersuchung des Hirngewebes ergab eine umschriebene segmentale
Nekrose des Hirnparenchyms im Bereich des rechten Hippocampus. Die Substantia nigra zeigte einen Verlust an
pigmentierten Neuronen. Mikroskopisch wurden mehrere Bereiche mit lakundren Nekrosen mit entziindlicher
Trimmerreaktion auf der linken Frontalseite festgestellt (Abbildung 2). Die Farbung des Nucleus ruber mit H&E
zeigte das Absterben von Nervenzellen, Mikroglia- und Lymphozyteninfiltration (Abbildung 3). Darliber hinaus gab
es mikrogliale und lymphozytidre Reaktionen sowie eine Uberwiegend lymphozytdre Vaskulitis, manchmal mit
gemischten Infiltraten einschlieBlich neutrophiler Granulozyten (Abbildung 4) im frontalen Kortex,
paraventrikuldr, in der Substantia nigra und im Nucleus ruber auf beiden Seiten. An einigen Stellen mit
entzlindlichen Verdanderungen in den Hirnkapillaren gab es auch Anzeichen von apoptotischem Zelltod innerhalb
des Endothels (Abbildung 4). Der Befund der Hirnhaute war unauffallig. Der Gesamtbefund deutete auf eine
multifokale nekrotisierende Enzephalitis hin. Darliber hinaus wurden in den groBen HirngefaRen chronische
arteriosklerotische Lasionen unterschiedlichen AusmalRes festgestellt, die im Abschnitt "GefaRsystem" ausfiihrlich
beschrieben werden.

Parkinson-Krankheit (PD): Die makroskopische und histologische Untersuchung des Hirngewebes ergab
eine beidseitige Blasse der Substantia nigra mit Verlust von pigmentierten Neuronen. Darliber hinaus wurden
pigmentspeichernde Makrophagen sowie vereinzelte neuronale Nekrosen mit Glia-Debris-Reaktion festgestellt.
Diese Befunde deuteten auf eine Parkinson-Krankheit hin und bestéatigten die klinische Diagnose.

Thoraxhohle: Bei der Untersuchung des Brustkorbs zeigte sich ein trichterférmiger Brustkorb mit seriellen
Rippenfrakturen (von der zweiten bis zur fiinften Rippe rechts und von der zweiten bis zur sechsten Rippe links);
dies ist ein Ubliches Bild bei Patienten; nach kardiopulmonaler Reanimation. Ein Endotrachealtubus war
ordnungsgemal eingefiihrt. Es gab Hinweise auf die regelrechte Anlage eines zentralen Venenkatheters in der
linken Vena femoralis. Es gab Hinweise auf die regelrechte Anlage eines arteriellen Katheters in der linken Arteria
radialis. Ein Urinkatheter war ebenfalls gelegt. Auf der Vorderseite der rechten Schulter befand sich eine 9 cm
lange Hautnarbe.

Abbildung 2. Frontalhirn. Bereits auf dem Ubersichtsbild (a) sind auffillige Vakuolen mit erhdhter parenchymatéser
Zellularitat zu erkennen, die auf degenerative und entziindliche Prozesse hinweisen. Bei starkerer VergroRBerung (b) ist eine
akute Hirnschadigung mit diffusem und zonalem Absterben von Neuronen und Gliazellen, Aktivierung von Mikroglia und
entzlindlicher Infiltration durch Granulozyten und Lymphozyten sichtbar. 1: Neuronales Absterben (Zellen mit rotem
Zytoplasma); 2: Mikroglia-Proliferation; 3: Lymphozyten. H&E-Farbung. VergroRerung 40x (a) und 200x (b).
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Abbildung 3. Gehirn, Nucleus ruber. Auf dem Ubersichtsbild (a) ist eine ausgeprigte fokale Nekrose mit erhdhter Zellzahl zu
erkennen, die auf eine fortschreitende Entziindung und Glia-Reaktion hinweist. Bei héherer VergréRerung (b) ist das
Absterben von Nervenzellen deutlich zu erkennen, verbunden mit einer erhéhten Anzahl von Gliazellen. Man beachte die
Aktivierung der Mikroglia und das Vorhandensein von entziindlichen Zellinfiltraten, vor allem von Lymphozyten. 1: Absterben
der Nervenzellen mit Hypereosinophilie und Zerstorung des Zellkerns mit Anzeichen von Karyolyse (Kerninhalt ins Zytoplasma
verteilt); 2: Mikroglia (Beispiel); 3: Lymphozyt (Beispiel). H&E-Farbung. VergroRerung 40x (a) und 400x (b).

Abbildung 4. Gehirn, periventrikuldre Vaskulitis. Querschnitt durch ein KapillargefdR mit deutlichen Anzeichen einer
Vaskulitis. Die Endothelzellen (5) weisen eine Schwellung und Vakuolisierung auf und sind zahlenmaRig vermehrt mit
vergroRerten Zellkernen, was auf eine Aktivierung hindeutet. Darliber hinaus sind in der Endothelschicht gemischte
entzindliche Zellinfiltrate vorhanden, die aus Lymphozyten (1), Granulozyten (2) und Histiozyten (4) bestehen. Das
angrenzende Hirngewebe zeigt ebenfalls Anzeichen einer Entziindung (Enzephalitis) mit Lymphozyten und aktivierten
Mikroglia (3). H&E. VergréRerung: 200x (a) und 400x (b).

Lunge: Die makroskopische Untersuchung der Lunge ergab triibes Sekret und eitrige Flecken mit
auffallend briichigem Parenchym. Die Pleura wies beidseitig einen serésen Erguss auf, der sich rechts auf 450 ml
und links auf 400 ml Flussigkeit belief. Beidseitig zeigte sich eine mukopurulente Tracheobronchitis mit reichlich
eitrigem Sekret in der Luftrohre und den Bronchien. Beidseitig wurde ein chronisch destruktives
Lungenemphysem festgestellt. In den unteren Lungenlappen wurde eine bilaterale Bronchopneumonie in
mehreren Entwicklungsstadien und eine Lappenfillung mit Sekret und briichigem Parenchym festgestellt.
AulRerdem wurden chronische arteriosklerotische Lasionen unterschiedlichen Grades festgestellt, die im
Abschnitt "GefaRRsystem" ausfiihrlich beschrieben werden.
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Herz: Die makroskopische Herzuntersuchung ergab Manifestationen einer akuten und chronischen Herz-
Kreislauf-Insuffizienz, einschlieBlich Ektasien der Vorhofe und der Herzkammern. AuBerdem wurde eine
linksventrikuldre Hypertrophie festgestellt (Wandstarke: 18 mm, Herzgewicht: 410 g, Korpergewicht: 60 kg,
GroRe: 1,75 m). Es gab Hinweise auf eine Gewebestauung (vermutlich aufgrund der Herzinsuffizienz) in Form eines
Lungenddems, eines Hirnédems, einer Hirnstauung, einer chronischen Leberstauung, eines Nierengewebsédems
und eines Hypophysengewebsddems. AuBerdem gab es Hinweise auf eine Schocknierenerkrankung. Die
histologische Untersuchung des Herzens ergab eine leichte Myokarditis mit feinfleckiger Fibrose und lympho-
histiozytarer Infiltration (Abbildung 5). AuBerdem fanden sich chronische arteriosklerotische Lasionen
unterschiedlichen Ausmalies, die unter "GefaRsystem" naher beschrieben werden. Darliber hinaus gab es eher
akute myokardiale und vaskulare Verdanderungen am Herzen. Dabei handelte es sich um leichte Anzeichen einer
Myokarditis, die durch Infiltrationen mit schaumigen Histiozyten und Lymphozyten sowie eine Hypereosinophilie
und eine gewisse Hyperkontraktion der Kardiomyozyten gekennzeichnet waren. AuSerdem wurden leichte akute
Gefadlveranderungen in den Kapillaren und anderen kleinen BlutgefdaRen des Herzens beobachtet. Sie bestanden
aus leichten lympho-histiozytdren Infiltraten, auffilligen endothelialen Schwellungen und Vakuolisierung,
multifokaler myozytarer Degeneration und Koagulationsnekrose sowie Karyopyknose einzelner Endothelzellen
und GefdaBmuskelzellen (Abbildung 5). Gelegentlich waren an der Endotheloberfliche anhaftende
Plasmakoagulate/Fibrinklimpchen vorhanden, die auf eine Endothelschidigung hinwiesen (Abbildung 5).

Abbildung 5. Linker Herzventrikel. (a): Leichte lympho-histiozytire Myokarditis, ausgeprigtes interstitielles Odem (7) und
leichte lympho-histiozytére Infiltrate (2 + 4). Anzeichen einer kardiomyozytaren Degeneration (5) mit zytoplasmatischer
Hypereosinophilie und einzelnen Kontraktionsbdndern. (d): Arteriole mit Anzeichen akuter Degeneration und damit
verbundener Entziindung, verbunden mit lymphozytéren Infiltraten (2) in der GefaBwand, endothelialer Schwellung und
Vakuolisierung (3) und Vakuolisierung von GefaRmyozyten mit Anzeichen von Karyopyknose (1). Im GefaBRlumen (d) sind an
der Endotheloberfliche anhaftende Plasmakoagulation/Fibrinklimpchen zu erkennen, die auf eine Endothelschidigung
hinweisen. 1: pyknotische GefalRmyozyten, 2: Lymphozyten, 3: geschwollene Endothelzellen, 4: Makrophagen, 5: nekrotische
Kardiomyozyten, 6: eosinophile Granulozyten, 7 (blaue Linie): interstitielles Odem. H&E-Farbung. VergréRerung: 200x (a) und
(c), 40x (b), und DetailvergroRerung (d).
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GefaBsystem (groRe BlutgefiBe): Die Lungenarterien zeigten Ektasie und Lipidose. Die Niere zeigte eine
leichte diffuse Glomerulosklerose und Arteriosklerose mit Narben in der Nierenrinde (bis zu 10 mm Durchmesser).
Die Befunde deuten auf eine generalisierte Atherosklerose und eine systemische Hypertonie hin. Die groRen
Arterien, einschlieRlich der Aorta und ihren Asten, sowie die Koronararterien; wiesen unterschiedliche Grade von
Arteriosklerose und leichte bis maRige Stenosen auf. AuBerdem ergab die Untersuchung eine leichte knotige
Arteriosklerose der Halsarterien. Die aufsteigende Aorta, der Aortenbogen und die thorakale Aorta wiesen eine
maRige, knotige und teilweise verkalkte Arteriosklerose auf. Die Arteria basilaris cerebri zeigte eine leichte
Arteriosklerose. Die knotige und verkalkte Arteriosklerose war in der Bauchaorta und den Beckenarterien
hochgradig und in den rechten Koronararterien maRig ausgepragt mit maRiger Stenose. Die Untersuchung der
Koronararterien zeigte unterschiedliche Grade von Arteriosklerose und Stenose eher in den linken
Koronararterien. Die linke anteriore absteigende Koronararterie (Ramus interventricularis anterior der Arteria
coronaria sinistra / LAD, engl. fur left anterior descending) wies eine hochgradige und miRig stenosierte
Arteriosklerose auf. Die Arteriosklerose und Stenose der linken Zirkumflexarterie (Ramus circumflexus der linken
Koronararterie) war leicht. Leichte zerebrale Basalarteriensklerose. Hochgradige knotige und verkalkte
Arteriosklerose der abdominalen Aorta und der lliakalarterien. MaRige stenosierte Arteriosklerose der rechten
Koronararterie. Auch eine lymphozytare Periarteritis wurde festgestellt.

3.2. Sonstige Ergebnisse

® Mundhohle: Es wurde ein Zungenbiss mit Blutungen unter dem Zungenmuskel festgestellt (Zungenbiss ist bei
epileptischen Anfallen haufig).

® Nebennieren: beidseitig leichte kortikale Hyperplasie.
® Dickdarm: verlangertes Colon sigmoideum mit fakaler Impaktion.

® Nieren: leichte diffuse Glomerulosklerose und Arteriosklerose, Nierenrindennarben (bis zu 10 mm
Durchmesser), beidseitig leichte aktive Nephritis und Urozystitis sowie Anzeichen einer
Schocknierenerkrankung.

Leber: leichte Lipofuszinose.
Milz: leichte akute Milzentziindung.
Magen: leichte diffuse Magenschleimhautblutungen.

Schilddrise: beidseitige knotige Struma mit Schokoladenzysten (bis zu 0,5 cm im Durchmesser).

Prostata: gutartige knotige Prostatahyperplasie und chronisch persistierende Prostatitis.

3.3. Immunhistochemische Analysen

Die immunhistochemische Farbung auf das Vorhandensein von SARS-CoV-2-Antigenen (Spike-Protein und
Nukleokapsid) wurde im Gehirn und im Herzen untersucht. Im Gehirn wurde die Spike-Protein-Untereinheit 1 von
SARS-CoV-2 in den Endothelien, Mikroglia und Astrozyten in den nekrotischen Bereichen nachgewiesen
(Abbildung 6 und Abbildung 7). Darlber hinaus konnte Spike-Protein in den Bereichen der lymphozytaren
Periarteriitis nachgewiesen werden, die in der thorakalen und abdominalen Aorta und den iliakalen Asten sowie
in einer zerebralen Basalarterie vorhanden waren (Abbildung 8). Die SARS-CoV-2-Untereinheit 1 wurde in
Makrophagen und in den Zellen der GefdRwand, insbesondere im Endothel (Abbildung 9), sowie im Nucleus ruber
(Abbildung 10) gefunden. Im Gegensatz dazu konnte das Nukleokapsidprotein von SARS-CoV-2 in keinem der
entsprechenden Gewebeschnitte nachgewiesen werden (Abbildung 11 und Abbildung 12). Dariiber hinaus wurde
in den kardialen Endothelzellen, die eine lymphozytare Myokarditis aufwiesen, die SARS-CoV-2-Spike-Protein-
Untereinheit 1 nachgewiesen (Abbildung 13). Bei der immunhistochemischen Farbung konnte das SARS-CoV-2-
Nukleokapsidprotein nicht nachgewiesen werden (Abbildung 14).
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Abbildung 6. Frontalhirn. Immunhistochemie fiir CD68 (exprimiert von monozytaren Zellen). Man beachte die kartenartige
Gewebezerstérung mit dem Vorhandensein von CD68-positiven Mikrogliazellen. AuRerdem zonale Aktivierung der Mikroglia
(braune Granula). Die Aktivierung der Mikroglia bedeutet, dass eine Gewebezerstérung im Gehirn stattgefunden hat, die von
Makrophagen (im Gehirn Mikroglia genannt) beseitigt wird. Braune Granula: Makrophagen/Mikroglia. VergréRerung: 40x.
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Abbildung 7. Gehirn. Nucleus ruber. Die Immunhistochemie fiir CD68 (von monozytédren Zellen exprimiert) zeigt zahlreiche
positive Zellen, die auf eine zonale Aktivierung von Mikroglia (braune Granula) hinweisen. VergroRerung: 40x.
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Abbildung 8. Frontalhirn. Die Immunhistochemie fiir CD3 (von T-Lymphozyten exprimiert) zeigt zahlreiche CD3-positive
Lymphozyten (braune Granula, roter Pfeil hebt ein Beispiel hervor), insbesondere im Endothel, aber auch im Hirngewebe,
was auf eine lymphozytdre Vaskulitis und Enzephalitis hinweist. Blau gestrichelte Linien: BlutgefaRe. VergroRerung: 200x.

Abbildung 9. Frontalhirn. Positive Reaktion auf SARS-CoV-2-Spike-Protein. Querschnitt durch ein KapillargefaB (gleiches

GefalR wie in Abbildung 11, Serienschnitte von 5 bis 20 um). Immunhistochemische Reaktion auf SARS-CoV-2 Spike-

Untereinheit 1, nachweisbar als braune Granula in Kapillarendothelzellen (roter Pfeil) und einzelnen Gliazellen (blauer Pfeil).
VergroRerung: 200x.
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Abbildung 10. Gehirn, Nucleus ruber. Das reichliche Vorhandensein von SARS-CoV-2-Spike-Protein im geschwollenen
Endothel eines KapillargefalRes zeigt akute Entziindungszeichen mit sparlichen mononukledren Entziindungszellinfiltraten
(gleiches GefaR wie in Abbildung 12, Serienschnitte von 5 bis 20 um). Immunhistochemischer Nachweis von SARS-CoV-2-
Spike-Protein-Untereinheit 1, sichtbar als braune Granula in Kapillarendothelzellen (roter Pfeil) und einzelnen Gliazellen
(blauer Pfeil). VergroRerung: 200x.

Abbildung 11. Frontalhirn. Negative immunhistochemische Reaktion auf SARS-CoV-2-Nukleokapsidprotein. Querschnitt
durch ein KapillargefaR (gleiches GefaR wie in Abbildung 9, Serienschnitte von 5 bis 20 um). VergroBerung: 200x.



Vaccines 2022, 10, 1651 11von 18

Abbildung 12. Gehirn, Nucleus ruber. Negative immunhistochemische Reaktion auf SARS-CoV-2-Nukleokapsidprotein.
Querschnitt durch ein Kapillargefal (gleiches Gefall wie in Abbildung 11, Serienschnitte von 5 bis 20 um). VergréRerung:
200x.

-

Abbildung 13. Linker Herzventrikel. Positive Reaktion auf SARS-CoV-2-Spike-Protein. Querschnitt durch ein Kapillargefaf3
(gleiches Gefal wie in Abbildung 14, Serienschnitte von 5 bis 20 um). Immunhistochemischer Nachweis von SARS-CoV-2
Spike-Untereinheit 1 als braune Granula. Man beachte das reichliche Vorhandensein von Spike-Protein in
Kapillarendothelzellen (roter Pfeil) in Verbindung mit einer ausgepragten Endothelschwellung und dem Vorhandensein
einiger mononukledrer Entziindungszellen. VergréRerung: 400x.
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Abbildung 14. Linker Herzventrikel. Negative immunhistochemische Reaktion auf SARS-CoV-2-Nukleokapsidprotein.
Querschnitt durch ein Kapillargefal (gleiches Gefall wie in Abbildung 13, Serienschnitte von 5 bis 20 um). VergréRerung:
400x.

3.4. Autopsiegestiitzte Diagnose

Der 76-jahrige verstorbene méannliche Patient hatte eine Parkinson-Krankheit (PD) mit entsprechend
typischem Obduktionsbefund. Die Haupttodesursache war eine rezidivierende Aspirationspneumonie. Dariiber
hinaus wurden eine nekrotisierende Enzephalitis und eine Vaskulitis als malRgeblich mitverursachend fiir den Tod
angesehen. Weiterhin bestand eine leichte lympho-histiozytdre Myokarditis mit feinfleckiger Myokardfibrose
sowie eine systemische Arteriosklerose, die ebenfalls zur Verschlechterung des korperlichen Zustands des Seniors
beigetragen haben dirften.

Die endgiiltige Diagnose lautete: abszedierende bilaterale Bronchopneumonie (J18.9), Parkinson-
Krankheit (G20.9), nekrotische Enzephalitis (G04.9) und Myokarditis (140.9).

Die Immunhistochemie fiir SARS-CoV-2-Antigene (Spike-Protein und Nukleokapsid) ergab, dass die
Lasionen mit nekrotisierender Enzephalitis sowie die akuten entziindlichen Veranderungen in den kleinen
BlutgefaBen (Gehirn und Herz) mit reichlichen Ablagerungen des Spike-Proteins SARS-CoV-2 Untereinheit 1
verbunden waren. Da das Nukleokapsidprotein von SARS-CoV-2 durchweg fehlte, muss davon ausgegangen
werden, dass das Vorhandensein von Spike-Protein in den betroffenen Geweben nicht auf eine Infektion mit
SARS-CoV-2, sondern auf die Transfektion der Gewebe durch die genbasierten COVID-19-Impfstoffe
zurlickzufiihren ist. Wichtig ist, dass das Spike-Protein nur in den Bereichen mit akuten Entziindungsreaktionen
(Gehirn, Herz und kleine BlutgefalRe) nachgewiesen werden konnte, und zwar insbesondere in Endothelzellen,
Mikroglia und Astrozyten. Dies deutet stark darauf hin, dass das Spike-Protein zumindest eine Rolle bei der
Entstehung der Lasionen und im Krankheitsverlauf dieses Patienten gespielt haben kdnnte.

4. Diskussion

Es handelt sich um den Fallbericht eines 76-jahrigen Patienten mit Parkinson-Krankheit (PD), der drei
Wochen nach seiner dritten COVID-19-Impfung verstarb. Als Todesursache wurde eine wiederkehrende
Aspirationspneumonie angegeben, die bei der Parkinson-Krankheit tatsachlich haufig auftritt [14,15]. Bei der
detaillierten Autopsieuntersuchung wurden jedoch zusatzliche pathologische Befunde festgestellt, insbesondere
eine nekrotisierende Enzephalitis und eine Myokarditis. Wahrend die histopathologischen Anzeichen der
Myokarditis vergleichsweise mild waren, hatte die Enzephalitis zu einer signifikanten multifokalen Nekrose
gefiihrt und kdnnte zum tédlichen Ausgang beigetragen haben. Die Enzephalitis verursacht haufig epileptische
Anfille, und der bei der Autopsie gefundene Zungenbiss deutet darauf hin, dass dies auf den vorliegenden Fall
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zutraf. Mehrere andere Falle von COVID-19-Impfstoff-assoziierter Enzephalitis mit Status epilepticus sind bereits
bekannt geworden [16,17,18].

Die klinische Anamnese des vorliegenden Falles zeigte einige bemerkenswerte Ereignisse im
Zusammenhang mit seinen COVID-19-Impfungen. Bereits am Tag seiner ersten Impfung im Mai 2021 (ChAdOx1
nCov-19-Vektorimpfstoff) traten bei ihm kardiovaskuldare Symptome auf, die arztliche Hilfe erforderten und von
denen er sich nur langsam erholte. Nach der zweiten Impfung im Juli 2021 (BNT162b2 mRNA-Impfstoff) bemerkte
die Familie auffallige Verhaltens- und psychologische Verdnderungen sowie eine plbtzlich einsetzende
ausgepragte Progression seiner Parkinson-Symptome, die zu schweren motorischen Beeintrachtigungen fihrten
und wiederholt die Verwendung eines Rollstuhles erforderlich machten. Er erholte sich nie mehr vollstandig
davon, wurde aber dennoch im Dezember 2021 erneut geimpft. Zwei Wochen nach dieser dritten Impfung (der
zweiten Impfung mit BNT162b2) kollabierte er plétzlich beim Abendessen. Bemerkenswerterweise zeigte er
keinen Husten oder andere Anzeichen einer Nahrungsaspiration, sondern fiel einfach vom Stuhl. Dies wirft die
Frage auf, ob dieser plotzliche Zusammenbruch wirklich auf eine Aspirationspneumonie zurtickzuflihren war.
Nach intensiver Wiederbelebung erholte er sich mehr oder weniger davon, doch eine Woche spater brach er
plotzlich wahrend einer Mahlzeit erneut lautlos zusammen. Nach erfolgreichen, aber langwierigen
Wiederbelebungsversuchen wurde er ins Krankenhaus verlegt und direkt in ein kiinstliches Koma versetzt, starb
aber kurz darauf. Die klinische Diagnose lautete Tod aufgrund einer Aspirationspneumonie. Aufgrund seiner
unklaren Symptome nach den COVID-Impfungen forderte die Familie eine Autopsie.

Anhand des Veranderungsmusters in Gehirn und Herz zeigte sich, dass vor allem die kleinen BlutgefaRe,
insbesondere das Endothel, betroffen waren. Es ist bekannt, dass eine endotheliale Dysfunktion bei
Virusinfektionen in hohem Male an Organdysfunktionen beteiligt ist, da sie einen gerinnungsfordernden Zustand,
mikrovaskuldre Lecks und Organischamie hervorruft [19,20]. Dies gilt auch fiir schwere SARS-CoV-2-Infektionen,
bei denen eine systemische Exposition gegeniber dem Virus und seinem Spike-Protein eine starke
immunologische Reaktion auslost, bei der die Endothelzellen eine entscheidende Rolle spielen, was zu
GefalRdysfunktion, Immunthrombose und Entziindung fihrt [21].

Obwohl bei diesem Patienten anamnestisch kein Hinweis auf COVID-19 vorlag, wurde eine
Immunhistochemie fiir SARS-CoV-2-Antigene (Spike- und Nukleokapsidproteine) durchgefiihrt. Das Spike-Protein
konnte tatsachlich in den Bereichen der akuten Entziindung im Gehirn (insbesondere im Kapillarendothel) und in
den kleinen Blutgefdlen des Herzens nachgewiesen werden. Bemerkenswerterweise fehlte jedoch das
Nukleokapsid durchgéngig. Bei einer Infektion mit dem Virus sollten beide Proteine gemeinsam exprimiert und
nachgewiesen werden. Andererseits kodieren die genbasierten COVID-19-Impfstoffe nur fir das Spike-Protein, so
dass das Vorhandensein des Spike-Proteins (und nicht des Nukleokapsid-Proteins) in Herz und Gehirn des
aktuellen Falles eher auf eine Impfung als auf eine Infektion zurlickgefiihrt werden kann. Dies stimmt mit der
Krankengeschichte des Patienten lberein, die drei Impfstoffinjektionen umfasst, die dritte nur drei Wochen vor
seinem Tod, aber keine positive Labor- oder klinische Diagnose der Infektion.

Die Unterscheidung zwischen Impfantwort und naturlicher Infektion ist eine wichtige Frage und wurde
bereits in der klinischen Immunologie behandelt, wo sich die kombinierte Anwendung von Anti-Spike- und Anti-
Nukleokapsidprotein-basierter Serologie als niitzliches Instrument erwiesen hat [22]. In der Histologie ist dieser
immunhistochemische Ansatz noch nicht beschrieben worden, aber er ist einfach und scheint sehr nitzlich zu
sein, um den moglichen Ursprung des SARS-CoV-2-Spike-Proteins in Autopsie- oder Biopsieproben zu
identifizieren. Wenn eine zusatzliche Bestatigung erforderlich ist, z. B. in einem forensischen Kontext, kénnen rt-
PCR-Methoden verwendet werden, um das Vorhandensein der Impfstoff-mRNA in den betroffenen Geweben
festzustellen [23,24].

Wenn man davon ausgeht, dass im vorliegenden Fall das Vorhandensein von Spike-Protein tatsachlich
durch den genbasierten Impfstoff verursacht wurde, stellt sich die Frage, ob dies auch die Ursache fiir die
begleitenden akuten Gewebeverdanderungen und Entziindungen war. Erklartes Ziel der genbasierten Impfstoffe
ist es, eine Immunreaktion gegen das Spike-Protein hervorzurufen. Eine solche Immunantwort fiihrt jedoch nicht
nur zur Antikorperbildung gegen das Spike-Protein, sondern auch zu einer direkten zell- und
antikérpervermittelten Zytotoxizitat gegen die Zellen, die dieses fremde Antigen exprimieren. Darliber hinaus gibt
es Hinweise darauf, dass das Spike-Protein selbst eine ausgepragte Toxizitdt auslosen kann, insbesondere auf
Perizyten und Endothelzellen von BlutgefalRen [25,26].

Wahrend allgemein davon ausgegangen wird, dass die Expression des Spike-Proteins und die daraus
resultierenden Zell- und Gewebeschaden auf die Injektionsstelle beschrankt bleiben, wurde in mehreren Studien
die Impfstoff-mRNA und/oder das von ihr kodierte Spike-Protein bis zu drei Monate nach der Injektion in
betrachtlicher Entfernung von der Injektionsstelle gefunden [23,24,27,28,29]. Biodistributionsstudien an Ratten
mit dem mMRNA-COVID-19-Impfstoff BNT162b2 haben ebenfalls gezeigt, dass der Impfstoff nicht an der
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Injektionsstelle verbleibt, sondern in allen Geweben und Organen, einschlieRlich des Gehirns, verteilt wird [30].
Nach der weltweiten Einflihrung von COVID-19-Impfungen beim Menschen wurde das Spike-Protein auch beim
Menschen in verschiedenen Geweben nachgewiesen, die von der Injektionsstelle (Deltamuskel) weit entfernt
sind: beispielsweise in Herzmuskelbiopsien von Myokarditis-Patienten [28], im Skelettmuskel eines Patienten mit
Myositis [23] und in der Haut, wo es mit einem plotzlichen Auftreten von Herpes-Zoster-Lasionen nach einer
MRNA-COVID-19-Impfung in Verbindung gebracht wurde [29].

Die zugrundeliegende Diagnose bei diesem Patienten war die Parkinson-Krankheit, und es stellt sich die
Frage, welche Rolle diese Erkrankung, wenn Uberhaupt, bei der Verursachung der Enzephalitis und der bei der
Obduktion festgestellten Myokarditis gespielt hat. Im vorliegenden Fall bestand die Parkinson-Krankheit bereits
seit langem, wahrend die Enzephalitis akut auftrat. Umgekehrt gibt es keinen plausiblen Mechanismus und keinen
Fallbericht Uber die Parkinson-Krankheit als Ursache einer sekunddren nekrotisierenden Enzephalitis.
Andererseits wurden zahlreiche Falle von autoimmuner Enzephalitis und Enzephalomyelitis nach COVID-19-
Impfung berichtet [12,31]. Es wurde auch lber Autoimmunerkrankungen in anderen Organen als dem ZNS
berichtet, z. B. im bemerkenswerten Fall eines Patienten, der nach einer mRNA-Impfung mehrere
Autoimmunerkrankungen auf einmal erlitt - akute disseminierte Enzephalomyelitis, Myasthenia gravis und
Thyreoiditis [32]. In dem hier berichteten Fall wurde das Spike-Protein vor allem im vaskuldaren Endothel und
vereinzelt in den Gliazellen, nicht aber in den Neuronen nachgewiesen. Dennoch war der neuronale Zelltod in den
enzephalitischen Herden weit verbreitet, was auf einen gewissen Beitrag der immunologischen Bystander-
Aktivierung, d. h. der Autoimmunitéat, zu den beobachteten Zell- und Gewebeschaden schlieRen lasst.

Ein Beitrag der Parkinson-Krankheit zur Entwicklung der Kardiomyopathie ist in der Tat dokumentiert und
kann nicht mit absoluter Sicherheit ausgeschlossen werden. Entziindliche Myokardverdnderungen mit
pathologischen Veranderungen der kleinen BlutgefilRe, wie sie im vorliegenden Fall beobachtet wurden, sind
jedoch ungewdhnlich. Stattdessen ist die haufigste Ursache flir Herzversagen bei Parkinson-Patienten eine
kardiale autonome Dysfunktion [33,34]. Die Parkinson-Krankheit scheint signifikant mit einer erhohten
linksventrikuldren Hypertrophie und einer diastolischen Dysfunktion verbunden zu sein [34]. Im vorliegenden Fall
waren ventrikuldre Dilatation und Hypertrophie vorhanden, scheinen aber eher mit manifesten Anzeichen einer
chronischen Hypertonie zusammenzuhangen. Im Gegensatz dazu wurden in zahlreichen Fallen myokardiale
Entziindungsreaktionen mit genbasierten COVID-19-Impfungen in Verbindung gebracht [9,35,36,37]. In einem Fall
konnte das Spike-Protein von SARS-CoV-2 auch immunhistochemisch im Herzen von Geimpften nachgewiesen
werden [28].

5. Schlussfolgerungen

Zahlreiche Falle von Enzephalitis und Enzephalomyelitis wurden im Zusammenhang mit den genbasierten
COVID-19-Impfstoffen gemeldet, wobei viele kausal mit der Impfung in Verbindung gebracht wurden [31,38,39].
Dies ist jedoch der erste Bericht, der das Vorhandensein des Spike-Proteins in den enzephalitischen Lasionen
nachweist und es auf die Impfung und nicht auf eine Infektion zurlickfihrt. Diese Ergebnisse bestdtigen eine
ursachliche Rolle der genbasierten COVID-19-Impfstoffe, und dieser diagnostische Ansatz ist auch fiir potenziell
Impfstoff-induzierte Schaden an anderen Organen relevant.
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Abstract: The current report presents the case of a 76-year-old man with Parkinson’s disease (PD)
who died three weeks after receiving his third COVID-19 vaccination. The patient was first vaccinated
in May 2021 with the ChAdOx1 nCov-19 vector vaccine, followed by two doses of the BNT162b2
mRNA vaccine in July and December 2021. The family of the deceased requested an autopsy
due to ambiguous clinical signs before death. PD was confirmed by post-mortem examinations.
Furthermore, signs of aspiration pneumonia and systemic arteriosclerosis were evident. However,
histopathological analyses of the brain uncovered previously unsuspected findings, including acute
vasculitis (predominantly lymphocytic) as well as multifocal necrotizing encephalitis of unknown
etiology with pronounced inflammation including glial and lymphocytic reaction. In the heart, signs
of chronic cardiomyopathy as well as mild acute lympho-histiocytic myocarditis and vasculitis were
present. Although there was no history of COVID-19 for this patient, immunohistochemistry for
SARS-CoV-2 antigens (spike and nucleocapsid proteins) was performed. Surprisingly, only spike
protein but no nucleocapsid protein could be detected within the foci of inflammation in both the
brain and the heart, particularly in the endothelial cells of small blood vessels. Since no nucleocapsid
protein could be detected, the presence of spike protein must be ascribed to vaccination rather than
E‘f;’e&:;(tfeosr to viral infection. The findings corroborate previous reports of encephalitis and myocarditis caused
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. . 1. Introduction
Academic Editor: Sung Ryul Shim

The emergence of the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
in 2019 with the subsequent worldwide spread of COVID-19 gave rise to a perceived need
for halting the progress of the COVID-19 pandemic through the rapid development and
deployment of vaccines. Recent advances in genomics facilitated gene-based strategies
Publisher’s Note: MDPIstaysneutral ~ fOr creating these novel vaccines, including DNA-based nonreplicating viral vectors, and
with regard to jurisdictional claims in ~ MRINA-based vaccines, which were furthermore developed on an aggressively shortened
published maps and institutional affil- timeline [1—4]
fations. The WHO Emergency Use Listing Procedure (EUL), which determines the acceptabil-

ity of medicinal products based on evidence of quality, safety, efficacy, and performance [5],

permitted these vaccines to be marketed as soon as 1-2 years after development had begun.
- Published results of the phase 3 clinical trials described only a few severe side effects [2,6-8].
However, it has since become clear that severe and even fatal adverse events may occur;
these include in particular cardiovascular and neurological manifestations [9-13]. Clini-
cians should take note of such case reports for the sake of early detection and management
of such adverse events among their patients. In addition, a thorough post-mortem ex-
Attribution (CC BY) license (https:/ / amination of deaths in connection with COVID-19 vaccination should be considered in
creativecommons.org licenses /by/ ambiguous circumstances, including histology. This report presents the case of a senior aged
10/). 76 years old, who had received three doses overall of two different COVID-19 vaccines,
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and who died three weeks after the second dose of the mRNA-BNT162b-vaccine. Autopsy
and histology revealed unexpected necrotizing encephalitis and mild myocarditis with
pathological changes in small blood vessels. A causal connection of these findings to
the preceding COVID-19 vaccination was established by immunohistochemical demon-
stration of SARS-CoV-2 spike protein. The methodology introduced in this study should
be useful for distinguishing between causation by COVID-19 vaccination or infection in
ambiguous cases.

2. Materials and Methods
2.1. Routine Histology

Formalin-fixed tissues were routinely processsed and paraffin-embedded tissues were
cut into 5 pm sections and stained with hematoxylin and eosin (H&E) for histopathologi-
cal examination.

2.2. Immunohistochemistry

Immunohistochemical staining was performed on the heart and brain, using a fully
automated immunostaining system (Ventana Benchmark, Roche). An antigen retrieval
(Ultra CC1, Roche Ventana) was used for every antibody. The target antigens and dilution
factors for the antibodies used are summarized in Table 1. Incubation with the primary
antibody was carried out for 30 min in each case. Tissues from SARS-CoV-2-positive
COVID-19 patients were used as a control for the antibodies against SARS-CoV-2-spike
and nucleocapsid (Figure 1). Cultured cells that had been transfected in vitro (see hereafter)
served as a positive control for the detection of vaccine-induced spike protein expression
and as a negative control for the detection of nucleocapsid protein. The slides were
examined with a light microscope (Nikon ECLIPSE 80i) and representative images were
captured by the camera system Motic® Europe Motic MP3.

Table 1. Primary antibodies used for immunohistochemistry. Tissue sections were incubated 30 min
with the antibody in question, diluted as stated in the table.

Target Antigen Manufacturer Clone Dilution Incubation Time
CD3 (expressed by T-Lymphocytes) cytomed ZM-45 1:200 30 min
CD68 (expressed by monocytic cells) DAKO PG-M1 1:100 30 min
SARS-CoV-2-Spike subunit 1 ProSci 9083 1:500 30 min
SARS-CoV-2-Nucleocapsid ProSci 35-720 1:500 30 min
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Figure 1. Nasal smear from a person with acute symptomatic SARS-CoV-2-infection (confirmed by
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PCR). Note the presence of ciliated epithelium. Immunohistochemistry for two SARS-CoV-2 antigens
(spike and nucleocapsid protein) revealed a positive reaction for both as to be expected after infection.
(a) Detection of the spike protein. Positive control for spike subunit 1 SARS-CoV-2 protein detection. Several
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ciliated epithelia of the nasal mucosa show brownish granular deposits of DAB (red arrow). Com-
pared to nucleocapsid, the DAB-granules are fewer and less densely packed granular deposits of
DAB. (b) Detection of nucleocapsid protein. Positive control for nucleocapsid SARS-CoV-2 protein
detection. Several ciliated epithelia of the nasal mucosa show dense brownish granular deposits of
DAB in immunohistochemistry (examples red arrows). Compared to spike detection, the granules of
DARB are finer and more densely packed. Magnification: 400x.

2.3. Preparation of Positive Control Samples for the Immunohistochemical Detection of the
Vaccine-Induced Spike Protein

Cell culture and transfection: Ovarian cancer cell lines (OVCAR-3 and SK-OV3, CSL
cell Lines Service, Heidelberg, Germany) were grown to 70% confluence in flat bottom
75 cm? cell culture flasks (Cell star) in DMEM/HAMS-F12 medium supplemented with
Glutamax (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 10% FCS (Gibco, Shanghai, China) and
Gentamycin (final concentration 20 ng/mL, Gibco), at 37 °C, 5% CO, in a humidified cell
incubator. For transfection, the medium was completely removed, and cells were incubated
for 1 h with 2 mL of fresh medium containing the injection solutions directly from the
original bottles, diluted 1:500 in the case of BNT162b2 (Pfizer/Biotech), and 1:100 in cases of
mRNA-1273 (Moderna), Vaxzevria (AstraZeneca), and Jansen (COVID-19 vaccine Jansen).
Then, another 15 mL of fresh medium was added to the cell cultures and cells were grown
to confluence for another 3 days.

Preparation of tissue blocks from transfected cells: The cell culture medium was
removed from transfected cells, and the monolayer was washed twice with PBS, then
trypsinized by adding 1 mL of 0.25% Trypsin-EDTA (Gibco), harvested with 10 mL of
PBS/10% FCS, and washed 2x with PBS and centrifugation at 280 g for 10 min each.
Cell pellets were fixed overnight in 2 mL in PBS/4% Formalin at 8 °C and then washed
in PBS once. The cell pellets remaining after centrifugation were suspended in 200 uL
PBS each, mixed with 400 uL 2% agarose in PBS solution (precooled to around 40 °C),
and immediately transferred to small (1 cm) dishes for fixation. The fixed and agarose-
embedded cell pellets were stored in 4% Formalin/PBS till subjection to routine paraffin
embedding in parallel to tissue samples.

2.4. Case Presentation and Description
2.4.1. Clinical History

This report presents the case of a 76-year-old male with a history of Parkinson’s
disease (PD) who passed away three weeks after his third COVID-19 vaccination. On the
day of his first vaccination in May 2021 (ChAdOx1 nCov-19 vector vaccine), he experienced
pronounced cardiovascular side effects, for which he repeatedly had to consult his doctor.
After the second vaccination in July 2021 (BNT162b2 mRNA vaccine/Comirnaty), the family
noted obvious behavioral and psychological changes (e.g., he did not want to be touched
anymore and experienced increased anxiety, lethargy, and social withdrawal even from
close family members). Furthermore, there was a striking worsening of his PD symptom:s,
which led to severe motor impairment and a recurrent need for wheelchair support. He
never fully recovered from these side effects after the first two vaccinations but still got
another vaccination in December 2021. Two weeks after the third vaccination (second
vaccination with BNT162b2), he suddenly collapsed while taking his dinner. Remarkably,
he did not show coughing or any signs of food aspiration but just fell down silently. He
recovered from this more or less, but one week later, he again suddenly collapsed silently
while taking his meal. The emergency unit was called, and after successful, but prolonged
resuscitation attempts (over one hour), he was transferred to the hospital and directly put
into an artificial coma but died shortly thereafter. The clinical diagnosis was death due
to aspiration pneumonia. According to his family, there was no history of a clinical or
laboratory diagnosis of COVID-19 in the past.
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2.4.2. Autopsy

The autopsy was requested and consented to by the family of the patient because of the
ambiguity of symptoms before his death. The autopsy was performed according to standard
procedures including macroscopic and microscopic investigation. Gross brain tissue was
prepared for histological examination including the brain (frontal cortex, Substantia nigra,
and Nucleus ruber) as well as the heart (left and right ventricular cardiac tissue).

3. Results
3.1. Autopsy Findings

Anatomical Specifications: Body weight, height, and specifications of body organs
were summarized in Table 2.

Table 2. Anatomical Specifications.

Item Measure
Body weight 60 kg

Hight 175 cm
Heart weight 410 g
Brain weight 1560 g
Liver weight 1500 g

Brain: A macroscopic examination of brain tissue revealed a circumscribed segmen-
tal cerebral parenchymal necrosis at the site of the right hippocampus. Substantia nigra
showed a loss of pigmented neurons. Microscopically, several areas with lacunar necrosis
were detected with inflammatory debris reaction on the left frontal side (Figure 2). Stain-
ing of Nucleus ruber with H&E showed neuronal cell death, microglia, and lymphocyte
infiltration (Figure 3). Furthermore, there were microglial and lymphocytic reactions as
well as predominantly lymphocytic vasculitis, sometimes with mixed infiltrates includ-
ing neutrophilic granulocytes (Figure 4) in the frontal cortex, paraventricular, Substantia
nigra, and Nucleus ruber on both sides. In some places with inflammatory changes in
brain capillaries, there were also signs of apoptotic cell death within the endothelium
(Figure 4). Meninges’ findings were unremarkable. The collective findings were sugges-
tive of multifocal necrotizing encephalitis. Furthermore, chronic arteriosclerotic lesions of
varying degrees were noted in large brain vessels, which are described in detail in section
“Vascular system”.

Parkinson’s disease (PD): Macroscopic and histological examination of brain tis-
sue revealed bilateral pallor of the substantia nigra with loss of pigmented neurons.
In addition, pigment-storing macrophages as well as scattered neuronal necrosis with
glial debris reaction were noted. These findings were suggestive of PD, confirming the
clinical diagnosis.

Thoracic cavity: An examination of the chest showed a funnel-shaped chest with
serial rib fractures (extending from the second to fifth ribs on the right, and from the
second to sixth ribs on the left); which is a common picture of a patient who underwent
cardiopulmonary resuscitation. An endotracheal tube was properly inserted. There was
evidence of regular placement of a central venous catheter in the left femoral vein. There
was evidence of regular placement of an arterial catheter in the left radial artery. The
urinary catheter was inserted as well. There was a 9 cm long skin scar on the front of the
right shoulder.
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Figure 2. Frontal brain. Already in the overview image (a), prominent vacuolations with in-
creased parenchymal cellularity are evident, indicative of degenerative and inflammatory processes.
At higher magnification (b), acute brain damage is visible with diffuse and zonal neuronal and glial
cell death, activation of microglia, and inflammatory infiltration by granulocytes and lymphocytes.
1: neuronal deaths (cells with red cytoplasm); 2: microglial proliferation; 3: lymphocytes. H&E stain.
Magnification 40 (a) and 200x (b).

Figure 3. Brain, Nucleus ruber. In the overview image (a), note pronounced focal necrosis with

increased cellularity, indicative of ongoing inflammation and glial reaction. At higher magnification
(b), death of neuronal cells is evident and associated with an increased number of glial cells. Note
activation of microglia and presence of inflammatory cell infiltrates, predominantly lymphocytic.
1: neuronal death with hypereosinophilia and destruction of cell nucleus with signs of karyolysis
(nuclear content being distributed into the cytoplasm); 2: microglia (example); 3: lymphocyte
(example). H&E stain. Magnification 40 x (a) and 400 (b).
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Figure 4. Brain, periventricular vasculitis. Cross section through a capillary vessel showing prominent
signs of vasculitis. The endothelial cells (5) show swelling and vacuolation and are increased in
number with enlargement of nuclei, indicative for activation. Furthermore, presence of mixed
inflammatory cell infiltrates within the endothelial layer, consisting of lymphocytes (1), granulocytes
(2), and histiocytes (4). The adjacent brain tissue also shows signs of inflammation (encephalitis)
with presence of lymphocytes as well and activated microglia (3). H&E. Magnification: 200 x (a) and
400x% (b).

Lungs: Macroscopical lung examination revealed cloudy secretion and purulent spots
with notably brittle parenchyma. The pleura showed bilateral serous effusion, amounting
to 450 mL of fluid on the right side and 400 mL on the left side. Bilateral mucopurulent
tracheobronchitis was evident with copious purulent secretion in the trachea and bronchi.
Bilateral chronic destructive pulmonary emphysema was detected. Bilateral bronchopneu-
monia was noted in the lower lung lobes at multiple stages of development and lobe-filling
with secretions and fragile parenchyma. Furthermore, chronic arteriosclerotic lesions of
varying degrees were noted, which are described in detail in the section “Vascular system”.

Heart: Macroscopic cardiac examination revealed manifestations of acute and chronic
cardiovascular insufficiency, including ectasia of the atria and ventricles. Furthermore,
left ventricular hypertrophy was noted (wall thickness: 18 mm, heart weight: 410 g, body
weight: 60 kg, height: 1.75 m). There was evidence of tissue congestion (presumably
due to cardiac insufficiency) in the form of pulmonary edema, cerebral edema, brain
congestion, chronic hepatic congestion, renal tissue edema, and pituitary tissue edema.
Moreover, there was evidence of shock kidney disorder. Histological examination of
the heart revealed mild myocarditis with fine-spotted fibrosis and lympho-histiocytic
infiltration (Figure 5). Furthermore, there were chronic arteriosclerotic lesions of varying
degrees, which are described in detail under “Vascular system”. In addition to these, there
were more acute myocardial and vascular changes in the heart. They consisted of mild
signs of myocarditis, characterized by infiltrations with foamy histiocytes and lymphocytes
as well as hypereosinophilia and some hypercontraction of cardiomyocytes. Furthermore,
mild acute vascular changes were observed in the capillaries and other small blood vessels
of the heart. They consisted of mild lympho-histiocytic infiltrates, prominent endothelial
swelling and vacuolation, multifocal myocytic degeneration and coagulation necrosis as
well as karyopyknosis of single endothelial cells and vascular muscle cells (Figure 5).
Occasionally, adhering plasma coagulates/fibrin clots were present on the endothelial
surface, indicative of endothelial damage (Figure 5).
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Figure 5. Heart left ventricle. (a): Mild lympho-histiocytic myocarditis.Pronounced interstitial
edema (7) and mild lympho-histiocytic infiltrates (2 + 4). Signs of cardiomyocytic degeneration
(5) with cytoplasmic hypereosinophilia and single contraction bands. (d): Arteriole with signs of
acute degeneration and associated inflammation, associated by lymphocytic infiltrates (2) within
the vascular wall, endothelial swelling and vacuolation (3), and vacuolation of vascular myocytes
with signs of karyopyknosis (1). Within the vascular lumen (d), note plasma coagulation/fibrin
clots adhering to the endothelial surface, indicative of endothelial damage. 1: pyknotic vascular
myocytes, 2: lymphocytes, 3: swollen endothelial cells, 4: macrophages, 5: necrotic cardiomyocytes,
6: eosinophilic granulocytes, 7 (blue line): interstitial edema. H&E stain. Magnification: 200x (a) and
(c), 40x (b), and detailed enlargement (d).

Vascular system (large blood vessels): The pulmonary arteries showed ectasia and
lipidosis. The kidney showed slight diffuse glomerulosclerosis and arteriosclerosis with
renal cortical scars (up to 10 mm in diameter). The findings are suggestive of generalized
atherosclerosis and systemic hypertension. Major arteries including the aorta and its
branches as well as the coronary arteries showed variable degrees of arteriosclerosis and
mild to moderate stenosis. Furthermore, examination revealed mild nodular arteriosclerosis
of cervical arteries. Ascending aorta, aortic arch, and thoracic aorta showed moderate,
nodular, and partially calcified arteriosclerosis. The cerebral basilar artery showed mild
arteriosclerosis. Nodular and calcified arteriosclerosis were of high grade in the abdominal
aorta and iliac arteries and moderate grade with moderate stenosis in the right coronary
arteries. Coronary artery examination showed variable degrees of arteriosclerosis and
stenosis more on the left coronary arteries. The left anterior descending coronary artery (the
anterior interventricular branch of the left coronary artery; LAD) showed high-grade and
moderately stenosed arteriosclerosis. The arteriosclerosis and stenosis of the left circumflex
artery (the circumflex branch of the left coronary artery) were mild. Mild cerebral basal
artery sclerosis. High-grade nodular and calcified arteriosclerosis of the abdominal aorta
and the iliac arteries. Moderate stenosed arteriosclerosis of the right coronary artery.
Lymphocytic periarteritis was detected as well.
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3.2. Other Findings

- Oral cavity: tongue bite was detected with bleeding under the tongue muscle (tongue
bite is common with epileptic seizures).

- Adrenal glands: bilateral mild cortical hyperplasia.

- Colon: the elongated sigmoid colon was elongated with fecal impaction.

- Kidneys: slight diffuse glomerulosclerosis and arterio-sclerosis, renal cortical scars
(up to 10 mm in diameter), bilateral mild active nephritis and urocystitis as well as
evidence of shock kidney disorder.

- Liver: slight lipofuscinosis.

- Spleen: mild acute splenitis.

- Stomach: mild diffuse gastric mucosal bleeding.

- Thyroid gland: bilateral nodular goiter with chocolate cysts (up to 0.5 cm in diameter).

- Prostate gland: benign nodular prostatic hyperplasia and chronic persistent prostatitis.

3.3. Immunohistochemical Analyses

Immunohistochemical staining for the presence of SARS-CoV-2 antigens (spike protein
and nucleocapsid) was studied in the brain and heart. In the brain, SARS-CoV-2 spike
protein subunit 1 was detected in the endothelia, microglia, and astrocytes in the necrotic
areas (Figures 6 and 7). Furthermore, spike protein could be demonstrated in the areas of
lymphocytic periarteritis, present in the thoracic and abdominal aorta and iliac branches,
as well as a cerebral basal artery (Figure 8). The SARS-CoV-2 subunit 1 was found in
macrophages and in the cells of the vessel wall, in particular the endothelium (Figure 9),
as well as in the Nucleus ruber (Figure 10). In contrast, the nucleocapsid protein of SARS-
CoV-2 could not be detected in any of the corresponding tissue sections (Figures 11 and 12).
In addition, SARS-CoV-2 spike protein subunit 1 was detected in the cardiac endothelial
cells that showed lymphocytic myocarditis (Figure 13). Immunohistochemical staining did
not detect the SARS-CoV-2 nucleocapsid protein (Figure 14).

Figure 6. Frontal brain. Immunohistochemistry for CD68 (expressed by monocytic cells). Note
map-like tissue destruction with the presence of CD68-positive microglial cells. Furthermore zonal
activation of microglia (brown granules). Activation of the microglia means that tissue destruction
has taken place in the brain, which is cleared/removed by macrophages (called microglia in the
brain). Brown granules: macrophages/microglia. Magnification: 40x.
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Figure 7. Brain. Nucleus ruber. Immunohistochemistry for CD68 (expressed by monocytic cells)
shows abundant positive cells, indicative of zonal activation of microglia (brown granules). Magnifi-
cation: 40x.
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Figure 8. Frontal brain. Immunohistochemistry for CD3 (expressed by T-Lymphocytes) shows
numerous CD3-positive lymphocytes (brown granules, red arrow highlights an example), particu-
larly within the endothelium, but also in the brain tissue, indicative of lymphocytic vasculitis and
encephalitis. Blue dotted lines: blood vessels. Magnification: 200x.
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Figure 9. Frontal brain. Positive reaction for SARS-CoV-2 spike protein. Cross section through a cap-
illary vessel (same vessel as shown in Figure 11, serial sections of 5 to 20 um). Immunohistochemical
reaction for SARS-CoV-2 spike subunit 1 detectable as brown granules in capillary endothelial cells
(red arrow) and individual glial cells (blue arrow). Magnification: 200x.

Figure 10. Brain, Nucleus ruber. The abundant presence of SARS-CoV-2 spike protein in swollen
endothelium of a capillary vessel shows acute signs of inflammation with sparse mononuclear
inflammatory cell infiltrates (same vessel as shown in Figure 12, serial sections of 5 to 20 pm). Im-
munohistochemical demonstration for SARS-CoV-2 spike protein subunit 1 visible as brown granules
in capillary endothelial cells (red arrow) and individual glial cells (blue arrow). Magnification: 200 x.
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Figure 11. Frontal brain. Negative immunohistochemical reaction for SARS-CoV-2 nucleocapsid
protein. Cross section through a capillary vessel (same vessel as shown in Figure 9, serial sections of
5 to 20 um). Magnification: 200 x.

Figure 12. Brain, Nucleus ruber. Negative immunohistochemical reaction for SARS-CoV-2 nucleo-
capsid protein. Cross section through a capillary vessel (same vessel as shown in Figure 11, serial
sections of 5 to 20 um). Magnification: 200 x.
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Figure 13. Heart left ventricle. Positive reaction for SARS-CoV-2 spike protein. Cross section through
a capillary vessel (same vessel as shown in Figure 14, serial sections of 5 to 20 um). Immunohistochem-
ical demonstration of SARS-CoV-2 spike subunit 1 as brown granules. Note the abundant presence of
spike protein in capillary endothelial cells (red arrow) associated with prominent endothelial swelling
and the presence of a few mononuclear inflammatory cells. Magnification: 400x.

Figure 14. Heart left ventricle. Negative immunohistochemical reaction for SARS-CoV-2 nucleocapsid
protein. Cross section through a capillary vessel (same vessel as shown in Figure 13, serial sections of
5 to 20 um). Magnification: 400 x.

3.4. Autopsy-Based Diagnosis

The 76-year-old deceased male patient had PD, which corresponded to typical post-
mortem findings. The main cause of death was recurrent aspiration pneumonia. In
addition, necrotizing encephalitis and vasculitis were considered to be major contributors
to death. Furthermore, there was mild lympho-histiocytic myocarditis with fine-spotted
myocardial fibrosis as well as systemic arteriosclerosis, which will have also contributed to
the deterioration of the physical condition of the senior.
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The final diagnosis was abscedating bilateral bronchopneumonia (J18.9), Parkinson’s
disease (G20.9), necrotic encephalitis (G04.9), and myocarditis (I140.9).

Immunohistochemistry for SARS-CoV-2 antigens (spike protein and nucleocapsid)
revealed that the lesions with necrotizing encephalitis as well as the acute inflammatory
changes in the small blood vessels (brain and heart) were associated with abundant deposits
of the spike protein SARS-CoV-2 subunit 1. Since the nucleocapsid protein of SARS-CoV-2
was consistently absent, it must be assumed that the presence of spike protein in affected
tissues was not due to an infection with SARS-CoV-2 but rather to the transfection of
the tissues by the gene-based COVID-19-vaccines. Importantly, spike protein could be
only demonstrated in the areas with acute inflammatory reactions (brain, heart, and small
blood vessels), in particular in endothelial cells, microglia, and astrocytes. This is strongly
suggestive that the spike protein may have played at least a contributing role to the
development of the lesions and the course of the disease in this patient.

4. Discussion

This is a case report of a 76-year-old patient with Parkinson’s disease (PD) who died
three weeks after his third COVID-19 vaccination. The stated cause of death appeared
to be a recurrent attack of aspiration pneumonia, which is indeed common in PD [14,15].
However, the detailed autopsy study revealed additional pathology, in particular necrotiz-
ing encephalitis and myocarditis. While the histopathological signs of myocarditis were
comparatively mild, the encephalitis had resulted in significant multifocal necrosis and may
well have contributed to the fatal outcome. Encephalitis often causes epileptic seizures, and
the tongue bite found at the autopsy suggests that it had done so in this case. Several other
cases of COVID-19 vaccine-associated encephalitis with status epilepticus have appeared
previously [16-18].

The clinical history of the current case showed some remarkable events in correlation
to his COVID-19 vaccinations. Already on the day of his first vaccination in May 2021
(ChAdOx1 nCov-19 vector vaccine), he experienced cardiovascular symptoms, which
needed medical care and from which he recovered only slowly. After the second vaccination
in July 2021 (BNT162b2 mRNA vaccine), the family recognized remarkable behavioral and
psychological changes and a sudden onset of marked progression of his PD symptoms,
which led to severe motor impairment and recurrent need for wheelchair support. He
never fully recovered from this but still was again vaccinated in December 2021. Two weeks
after this third vaccination (second vaccination with BNT162b2), he suddenly collapsed
while taking his dinner. Remarkably, he did not show any coughing or other signs of food
aspiration but just fell from his chair. This raises the question of whether this sudden
collapse was really due to aspiration pneumonia. After intense resuscitation, he recovered
from this more or less, but one week later, he again suddenly collapsed silently while taking
his meal. After successful but prolonged resuscitation attempts, he was transferred to the
hospital and directly set into an artificial coma but died shortly thereafter. The clinical
diagnosis was death due to aspiration pneumonia. Due to his ambiguous symptoms after
the COVID-vaccinations the family asked for an autopsy.

Based on the alteration pattern in the brain and heart, it appeared that the small blood
vessels were especially affected, in particular, the endothelium. Endothelial dysfunction is
known to be highly involved in organ dysfunction during viral infections, as it induces a
pro-coagulant state, microvascular leak, and organ ischemia [19,20]. This is also the case for
severe SARS-CoV-2 infections, where a systemic exposure to the virus and its spike protein
elicits a strong immunological reaction in which the endothelial cells play a crucial role,
leading to vascular dysfunction, immune-thrombosis, and inflammation [21].

Although there was no history of COVID-19 for this patient, immunohistochemistry
for SARS-CoV-2 antigens (spike and nucleocapsid proteins) was performed. Spike protein
could be indeed demonstrated in the areas of acute inflammation in the brain (particularly
within the capillary endothelium) and the small blood vessels of the heart. Remarkably,
however, the nucleocapsid was uniformly absent. During an infection with the virus, both
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proteins should be expressed and detected together. On the other hand, the gene-based
COVID-19 vaccines encode only the spike protein and therefore, the presence of spike
protein only (but no nucleocapsid protein) in the heart and brain of the current case can
be attributed to vaccination rather than to infection. This agrees with the patient’s history,
which includes three vaccine injections, the third one just 3 weeks before his death, but no
positive laboratory or clinical diagnosis of the infection.

Discrimination of vaccination response from natural infection is an important question
and had been addressed already in clinical immunology, where the combined application
of anti-spike and anti-nucleocapsid protein-based serology was proven as a useful tool [22].
In histology, however, this immunohistochemical approach has not yet been described, but
it is straightforward and appears to be very useful for identifying the potential origin of
SARS-CoV-2 spike protein in autopsy or biopsy samples. Where additional confirmation is
required, for instance in a forensic context, rt-PCR methods might be used to ascertain the
presence of the vaccine mRNA in the affected tissues [23,24].

Assuming that, in the current case, the presence of spike protein was indeed driven
by the gene-based vaccine, then the question arises whether this was also the cause the
accompanying acute tissue alterations and inflammation. The stated purpose of the gene-
based vaccines is to induce an immune response against the spike protein. Such an immune
response will, however, not only results in antibody formation against the spike protein but
also lead to direct cell- and antibody-mediated cytotoxicity against the cells expressing this
foreign antigen. In addition, there are indications that the spike protein on its own can elicit
distinct toxicity, in particular, on pericytes and endothelial cells of blood vessels [25,26].

While it is widely held that spike protein expression, and the ensuing cell and tissue
damage will be limited to the injection site, several studies have found the vaccine mRNA
and/or the spike protein encoded by it at a considerable distance from the injection site
for up to three months after the injection [23,24,27-29]. Biodistribution studies in rats with
the mRNA-COVID-19 vaccine BNT162b2 also showed that the vaccine does not stay at the
injection site but is distributed to all tissues and organs, including the brain [30]. After the
worldwide roll-out of COVID-19 vaccinations in humans, spike protein has been detected
in humans as well in several tissues distant from the injection site (deltoid muscle): for
instance in heart muscle biopsies from myocarditis patients [28], within the skeletal muscle
of a patient with myositis [23] and within the skin, where it was associated with a sudden
onset of Herpes zoster lesions after mRNA-COVID-19 vaccination [29].

The underlying diagnosis in this patient was Parkinson’s disease, and one may ask
what role, if any, this condition had played in the causation of the encephalitis, and the
myocarditis detected at post-mortem examination. PD had been long-standing in the cur-
rent case, whereas the encephalitis was acute. Conversely, there is no plausible mechanism
and no case report of PD causing secondary necrotizing encephalitis. On the other hand,
numerous cases have been reported of autoimmune encephalitis and encephalomyelitis
after COVID-19 vaccination [12,31]. Autoimmune diseases in organs other than the CNS
have been reported as well, for example, a striking case of a patient who after mRNA
vaccination suffered multiple autoimmune disorders all at once—acute disseminated en-
cephalomyelitis, myasthenia gravis, and thyroiditis [32]. In the case reported here, it may
be noted that the spike protein was primarily detected in the vascular endothelium and
sparsely in the glial cells but not in the neurons. Nevertheless, neuronal cell death was
widespread in the encephalitic foci, which suggests some contribution of immunological
bystander activation, i.e., autoimmunity, to the observed cell and tissue damage.

A contributory role of PD in the development of cardiomyopathy is indeed docu-
mented and cannot be ruled out with absolute certainty. However, inflammatory myocar-
dial changes with pathological alterations in small blood vessels as seen in the current case
are uncommon. Instead, the most prominent cause of cardiac failure in PD patients is rather
due to cardiac autonomic dysfunction [33,34]. PD seems well to be significantly associated
with increased left ventricular hypertrophy and diastolic dysfunction [34]. In the current
case, ventricular dilatation and hypertrophy were present but seem rather related to mani-
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fest signs of chronic hypertension. In contrast, myocardial inflammatory reactions had been
well-linked to gene-based COVID-19 vaccinations in numerous cases [9,35-37]. In one case,
the spike protein of SARS-CoV-2 could also be demonstrated by immunohistochemistry in
the heart of vaccinated individuals [28].

5. Conclusions

Numerous cases of encephalitis and encephalomyelitis have been reported in connec-
tion with the gene-based COVID-19 vaccines, with many being considered causally related
to vaccination [31,38,39]. However, this is the first report to demonstrate the presence of
the spike protein within the encephalitic lesions and to attribute it to vaccination rather
than infection. These findings corroborate a causative role of the gene-based COVID-19
vaccines, and this diagnostic approach is relevant to potentially vaccine-induced damage
to other organs as well.
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