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Summary. - W e  fo l lowed  t h e  presence o f  autoantibodies  t o  neurof i ­
l a m e n t s  ( N F )  i n  t h e  se ra  o f  pa t i en t s  w i t h  a c u t e  t i ck-borne  encepha ­
litis (TBE) ,  ch ron i c  T B E ,  amyo t roph i c  lateral  sclerosis (ALS) ,  a n d  
o t h e r  d iseases  o f  C N S .  T h e  d iagnosis  w a s  m a d e  according t o  clinical 
s igns  a n d  b a s e d  o n  v i rusneut ra l iz ing  ant ibodies .  Au t oan t i bod i e s  t o  
N F  w e r e  f o u n d  i n  t h e  major i ty  o f  ch ron i c  T B E  pa t i en t s  du r ing  
d isease  progress ion ,  b u t  w e r e  n e i t h e r  p r e s e n t  i n  a cu t e  T B E  n o r  i n  
c h r o n i c  T B E  cases  du r ing  t h e  stabil izat ion p h a s e .  Au t oan t i bod i e s  
t o  N F  f o u n d  in  a pa t i en t  w i t h  a c u t e  T B E  s h o w e d  s u b s e q u e n t  
progress ion  t o  a p ro longed  course .  T h e  da t a  a r e  d i scussed  i n  o r d e r  
t o  assess  t h e  m e c h a n i s m s  o f  t h e  ch ron ic  T B E  process  a n d  i ts  ro le  i n  
impair ing  t h e  s low axona l  t ranspor t .  

Key words: acute and chronic tick-borne encephalitis; autoantibodies 
to neurofilaments; pathogenesis 

Introduction 

I t  is  k n o w n  t h a t  t i ck-borne  encephal i t i s  (TBE)  m a y  t ake  a n  acu t e  o r  a ch ron ic  
course .  T h e  f r e q u e n c y  o f  ch ron ic  p rogred ien t  f o r m s  o f  T B E  varies  i n  d i f f e ren t  
r eg ions  o f  t h e  U .  S.  S.  R .  f r o m  1-14  % ( U m a n s k y  a n d  D e k o n e n k o ,  1983). T h e  
m a i n  in te res t  o f  invest igators  fol lowing t h e  d e v e l o p m e n t  o f  ch ron i c  t ick-borne  
encephal i t i s  w a s  d e v o t e d  t o  t h e  ro le  o f  v i rus  pers i s tence  a n d  i ts  m e c h a n i s m s .  
L e s s  a t t en t ion  w a s  d e v o t e d  t o  t h e  ro le  o f  mac roo rgan i sm i n  t h i s  process ,  
a l t h o u g h  it s e e m s  reasonab le  t o  a s s u m e  t h a t  ch ron i c  T B E  is associa ted w i th  
genet ical ly d e t e r m i n e d  fa i lure  o f  t h e  i m m u n e  s y s t e m  t o  e l imina te  t h e  v i rus  
( U m a n s k y  a n d  D e k o n e n k o ,  1983). A u t o a n t i b o d i e s  t o  neu ro f i l amen ta ry  
p ro te ins ,  wh ich  a r e  impor t an t  s t ruc tura l  a n d  func t iona l  c o m p o n e n t s  o f  
n e u r o n s ,  w e r e  descr ibed  in  several  ch ron ic  a n d  s low C N S  in fec t ions  (Bahma-
n y a r e / a / . ,  1984; M a y e r  et al., 1981;Sote lo  etal., 1980; A o k i  etal., 1982;Roikhe l  
et al., 1985; Vot iakov  et al., 1987; Plioplys,  1987; A n d e r s o n  a n d  P o s n e r ,  1988). 
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H o w e v e r ,  s u c h  a u t o a n t i b o d i e s  w e r e  n o t  y e t  d e s c r i b e d  i n  flavivirus i n f e c t i o n s .  I t  
c a n  b e  e x p e c t e d  t h a t  l e s i o n s  i n  t h e  c y t o s k e l e t o n  o f  n e u r o n s  m a y  o c c u r  i n  
init ial ly  p r o g r e d i e n t  f o r m s  o f  T B E  a s  w e l l  a s  a f t e r  o v e r c o m i n g  t h e  a c u t e  p h a s e  
o f  i n f e c t i o n  w h i c h ,  i n  t u r n ,  m a y  b e  f o l l o w e d  b y  t h e  o c c u r r e n c e  o f  a u t o a n t i b o ­
d i e s  t o  n e u r o f i l a m e n t s .  H e r e  w e  r e p o r t  o n  t h e  o c c u r r e n c e  o f  a u t o a n t i b o d i e s  i n  
t h e  s e r u m  o f  p a t i e n t s  w i t h  c h r o n i c  T B E .  A s  c o n t r o l s  w e  e x a m i n e d  t h e  s e r a  o f  
p a t i e n t s  w i t h  A M L  a n d  o t h e r  d i s e a s e s  o f  C N S .  

Materials and Methods 

Sera w e r e  c o m i n g  f r o m  2 1  p a t i e n t s  h o s p i t a l i z e d  i n  t h e  D e p a r t m e n t  o f  N e u r o l o g y  o f  Sve rd lovsk  
F i r s t  R e g i o n a l  cl inic.  B l o o d  w a s  d r a w n  d u r i n g  t h e  a c u t e  p h a s e  o f  encepha l i t i s  w i t h i n  t h e  f i r s t  
w e e k s  o f  d i s e a s e  a n d  l a t e r  o n  b y  3 - 4  m o n t h s  s i n c e  o n s e t ,  i .  e .  w h e n  r e s i d u a l  s i g n s  o f  d i s e a s e  w e r e  
p r e s e n t  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a n y  s i g n s  o f  p r o g r e s s i o n .  I n  p a t i e n t s  w i t h  c h r o n i c  c o u r s e  o f  T B E  b l o o d  
w a s  d r a w n  d u r i n g  hosp i t a l i za t i on .  T h e  d i a g n o s i s  o f  T B E  w a s  b a s e d  o n  cl inical  a n d  l a b o r a t o r y  

e x a m i n a t i o n s .  T h e  s e r a  w e r e  k e p t  a t  - 2 0 ° C .  
Serologic reactions. N e u t r a l i z i n g  a n t i b o d i e s  w e r e  d e t e c t e d  b y  2 m e t h o d s ,  i .  e .  b y  t e s t i n g  i n  m i c e  

a n d  o n  m i c r o p l a t e s .  M i c e  w e r e  g i v e n  in t race rebra l ly  t h e  m i x t u r e s  o f  T B E  v i r u s  a n d  s e r u m  (s tar ­
t i n g  f r o m  d i l u t i o n  1:4 a t  d i f f e r e n t  v i r u s  d i l u t i o n s )  a f t e r  i n c u b a t i o n  f o r  1.5 h r .  T h e  v i ru sneu t r a l i za -
t i o n  i n d e x  w a s  d e t e r m i n e d  i n  l o g  L D 5 0  u n i t s  p e r  0 .03 m l .  N e u t r a l i z a t i o n  r e a c t i o n  i n  S P E y  ce l l s  
w a s  p e r f o r m e d  o n  96-well  m i c r o p l a t e s  ( C o s t a r ) .  T w o f o l d  s e r u m  d i l u t i o n s  w e r e  m i x e d  w i t h  100 
TCID50  o f  T B E  v i r u s  i n c u b a t e d  f o r  1.5 h r  a t  3 7 ° C  a n d  i n o c u l a t e d  i n t o  t h e  ce l l s  g r o w n  m E a r l e  s 
s o l u t i o n .  T h e  n e u t r a l i z i n g  a n t i b o d y  t i t r e  w a s  e x p r e s s e d  i n  u n i t s  p e r  w e l l  s u p p r e s s i n g  C P E .  T h e  

S o f j i n  s t r a i n  w a s  u s e d  a s  i n d i c a t o r  v i ru s .  

Autoantibodies to neurofilaments w e r e  d e t e c t e d  a c c o r d i n g  t o  S o t e l o  et al. (1980) i n  t h e  m o d i f i c a ­
t i o n  o f  M a y e r  et al. (1981).  W e  u s e d  c ryos t a t  s e c t i o n s  f r o m  t h e  m o u s e  s p i n a l  c o r d ;  a n t i - h u m a n  
I g G ,  F I T C - l a b e l l e d  I g G  f r a c t i o n  ( G a m a l e a  I n s t i t u t e  o f  E p i d e m i o l o g y  a n d  Mic rob io logy ,  M o s c o w )  
w a s  u s e d  a s  c o n j u g a t e .  T h e  s e c t i o n s  w e r e  c o n t r a s t e d  w i t h  r h o d a m i n e - l a b e l l e d  calf  a l b u m i n .  

Results 
£ 

T a b l e  1 s h o w s  t h e  c l in ica l  c l a s s i f i ca t ion  o f  t h e  p a t i e n t s  i n  q u e s t i o n .  T h e  
c l in ica l  d i a g n o s i s  o f  c h r o n i c  T B E  w a s  m a d e  i n  9 p a t i e n t s  b a s e d  o n  a s e v e r a l  
m o n t h s  l a s t i n g  c o u r s e  o f  t h e  d i s e a s e  s i n c e  t i c k  b i t e  a n d  a s l owly  d e v e l o p i n g  
s y m p t o m a t o l o g y .  I n  6 c a s e s  w i t h  s u d d e n  o n s e t  o f  t h e  d i s e a s e ,  T B E  w a s  c lass i ­
f i e d  a s  a c u t e ;  i n  4 c a s e s  d i a g n o s i s  A M L  w a s  b a s e d  o n  c l in ica l  i n v e s t i g a t i o n s  a n d  
i n  2 c a s e s  t h e  a e t i o l o g y  o f  n e u r o i n f e c t i o n  h a s  r e m a i n e d  u n c e r t a i n .  T h e  d i ag ­
n o s i s  o f  T B E  w a s  c o n f i r m e d  b y  s e ro log i ca l  f i n d i n g s .  T h e  n e u t r a l i z a t i o n  i n d e x  
t o  T B E  v i r u s  i n  p a t i e n s  w i t h  A M L  r a n g e d  f r o m  1.67 t o  3 .17  l o g  u n i t s .  T h i s  a n t i ­
b o d y  l e v e l  t o  T B E  v i r u s  a n d  t h a t  f o u n d  i n  t h e  o t h e r  " c o n t r o l "  g r o u p  w a s  i n  t h e  
s a m e  r a n g e  a s  t h e  n e u t r a l i z a t i o n  i n d i c e s  d e t e r m i n e d  i n  l a r g e  s u r v e y s  o f  h e a l t h y  
p o p u l a t i o n  i n  a f o c u s  o f  t h e  S v e r d l o v s k  r e g i o n  ( P o g o d i n a ,  1966).  

A u t o a n t i b o d i e s  t o  N F  w e r e  d e t e c t e d  i n  t h e  s e r a  o f  6 o u t  15 p a t i e n t s  w i t h  
a c u t e  a n d  c h r o n i c  T B E .  I n  t h e  g r o u p  o f  9 c h r o n i c  T B E  p a t i e n t s ,  5 o u t  6 h a d  
a u t o a n t i b o d i e s  t o  N F  i n  t h e  p h a s e  o f  p r o g r e s s i o n  ( a t  t h e  t i m e  o f  s e r u m  t a k i n g ) ,  
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Table 1. Frequency of autoantibodies to NF and the level of specific humoral immune response 
i n  patients with TBE and other CNS diseases 

No. o f  patients Mean neutralizat- Mean titre o f  
With  autoantibodies ion index to TBE virusneutral-

Disease to NF per total virus izing antibod-
No. o f  patients log L D J 0  ies 

units/well 

Chronic tick-borne encephalitis 
- progression phase 5/6 4.28 173 
- stabilization phase 0/3 4.68 256 

Acute  TBE l*/6  4.38 224 

Amyotropic lateral sclerosis 3/4 2.54 85 
Other diseases o f  CNS 1/2 2.75 32 

* in this patient within 3 months since the acute disease progression o f  infection occurred conti­
nu ing  in to  chronic  T B E .  

b u t  n o n e  h a d  a u t o a n t i b o d i e s  i n  t h e  o f  s t a g e  s t ab i l i za t i on ,  a l t h o u g h  i n  b o t h  
c a s e s  h i g h  l e v e l s  o f  n e u t r a l i z i n g  a n t i b o d i e s  w e r e  f o u n d .  O n l y  1 o u t  6 p a t i e n t s  
w i t h  s y m p t o m s  o f  a c u t e  T B E  r e v e a l e d  a u t o a n t i b o d i e s  t o  N F .  T h i s  p a r t i c u l a r  
p a t i e n t  ( P )  i n  t h e  a c u t e  p e r i o d  s h o w e d  t e t r a p l e g i a ,  c o m a ,  a n d  c o n v u l s i v e  
t w i t c h e s .  W i t h i n  1 m o n t h  s i n c e  pa r t i a l  r e c o v e r y  a n d  i m p r o v e m e n t  o f  e x t r e m i t y  
m o v e m e n t s ,  s i g n s  s u c h  a s  n y s t a g m u s ,  w e a k n e s s  o f  ce rv ica l  m u s c l e s ,  h i g h  
t e n d o n  r e f l e x e s ,  a n d  p s y c h i c a l  i m p a i r m e n t  c o n t i n u e d  t h r o u g h o u t .  W i t h i n  2 
m o n t h s  c e r e b e l l a r  s y m p t o m s  a p p e a r e d  a c c o m p a n i e d  w i t h  m y o c l o n a l  h y p e r k i -
n e s i s  o f  o n e  e x t r e m i t y ,  g e n e r a l  c o n v u l s i v e  p a r o x i s m  a n d  l o s s  o f  c o n s c i o u s n e s s .  
F i n a l l y ,  w i t h i n  4 m o n t h s  t h e  K o z h e v n i k o v ' s  e p i l e p s y  s y n d r o m a  d e v e l o p e d  
c o n f i r m i n g  c h r o n i c  p r o g r e s s i o n  o f  d i s e a s e .  I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  a u t o a n t i b o ­
d i e s  w e r e  f o u n d  i n  t h e  s e r u m  o n  d a y  2 5  s i n c e  t h e  o n s e t  o f  d i s e a s e ,  i .  e .  b e f o r e  
t h e  c h r o n i c  o u t c o m e ;  t h e r e f o r e ,  w e  i n c l u d e d  t h i s  r e s u l t  i n t o  t h e  g r o u p  o f  a c u t e  
c a s e s .  

A u t o a n t i b o d i e s  t o  N F  w e r e  a l s o  f o u n d  i n  3 o u t  4 p a t i e n t s  w i t h  A L S ,  w h i c h  
w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  o u r  e a r l i e r  f i n d i n g s  ( R o i k h e l  et al., 1985;  Z a v a l i s h i n  et al., 
1988).  A u t o a n t i b o d i e s  t o  N F  w e r e  d e t e c t e d  a l s o  i n  t h e  s e r u m  o f  a p a t i e n t  w i t h  
n e u r o i n f e c t i o n  o f  u n k n o w n  a e t i o l o g y  w h i c h  s h o w e d  t h e  s i g n s  o f  L a n d r y  
s y n d r o m e .  

W e  t r i e d  t o  a n a l y s e  t h e  p o s s i b l e  i n f l u e n c e  o f  t h e  i n f e c t i o n  p h a s e  o n  t h e  
f r e q u e n c y  o f  a u t o a n t i b o d i e s  t o  N F .  T h e r e f o r e ,  a l l  p a t i e n t s  w e r e  g r o u p e d  a c c o r ­
d i n g  t o  t h e  p r o g r e s s i o n  o r  r e g r e s s i o n  o f  t h e i r  d i s e a s e .  A u t o a n t i b o d i e s  o c c u r r e d  
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i n  10 o u t  o f  12 p a t i e n t s  w i t h  p r o g r e s s i o n  o f  t h e i r  d i s e a s e  b u t  i n  n o n e  o u t  o f  
9 p a t i e n t s  w i t h  s t a b i l i z e d  n o n p r o g r e s s i n g  c o u r s e .  

Discussion 

D i f f e r e n t  e x p l a n a t i o n s  a r e  a v a i l a b l e  i n  t h e  l i t e ra ture  f o r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  
m e c h a n i s m s  o f  c h r o n i c  f o r m s  o f  T B E  f r o m  a d m i t t i n g  t h e  e s s e n t i a l  r o l e  o f  t h e  
v i r u s  t o  a s s u m i n g  i t s  t r i g g e r i n g  e f f e c t .  T h e s e  v i e w p o i n t s  On t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  
c h r o n i c  T B E  h a v é  b e e n  s u m m a r i z e d  b y  P o g o d i n a  et al. (1986).  A p o s s i b l e  
a s p e c t  f o r  f o l l o w i n g  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  c h r o n i c  T B E  m i g h t  b e  t h e  i n v e s t i g a ­
t i o n  o f  f u n c t i o n a l  ac t iv i ty  o f  n e u r o n a l  c y t o s k e l e t o n  i n  t h e  a r e a  o f  t h e  p a t h o l o ­
g ica l  p r o c e s s .  O n e  o f  t h e  i n d i c a t o r s  o f  f u n c t i o n a l  s t a t e  a n d  i n t e g r i t y  o f  s u b c e l ­
l u l a r  c o m p o n e n t s  o f  n e u r o n s  i s  t h e  a p p e a r a n c e  o f  a u t o a n t i b o d i e s  t o  N F .  T h e  
a n a l y s i s  o f  o u r  e x p e r i m e n t a l  d a t a  h a s  s h o w n  t h a t  d u r i n g  t h e  a c u t e  p h a s e  n o  
a u t o a n t i b o d i e s  d e v e l o p  r e g a r d l e s s  t o  t h e  d e s t r u c t i o n  o f  n e u r o n s .  C o n t e m p o r a -
n i l y  i n  c h r o n i c  T B E  p a t i e n t s  a u t o a n t i b o d i e s  a p p e a r e d  i n  a c o n s i d e r a b l e  a m o u n t  
d u r i n g  t h e  p r o g r e s s i o n  o f  d i s e a s e .  I n  o u r  p a t i e n t  P .  ( T a b l e  1) a u t o a n t i b o d i e s  t o  
N F  a p p e a r e d  a l r e a d y  i n  t h e  e a r l y  p h a s e  o f  h i s  d i s e a s e ,  a l t h o u g h  a t  t h i s  s t a g e  n o  
s i g n s  o f  p r o g r e s s i o n  t o  c h r o n i c  d i s e a s e  w e r e  d e t e c t a b l e .  D e s p i t e  o f  t h a t  t h i s  
p a t i e n t  d e v e l o p e d  c h r o n i c  T B E .  T h i s  s u p p o r t s  o u r  i m p r e s s i o n  o n  t h e  p r o g ­
n o s t i c  v a l u e  o f  t h e  d e t e c t i o n  o f  a u t o a n t i b o d i e s  t o  N F  i n  T B E .  

A s  s h o w n  b y  P o g o d i n a  ( p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  t h e  s e r u m  o f  m o n k e y s  
w i t h  c h r o n i c  T B E  m o r e  f r e q u e n t l y  c o n t a i n e d  a n t i b o d i e s  t o  n o r m a l  b r a i n  
d e t e c t e d  b y  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  r e a c t i o n  a s  d i d  t h e  n o r m a l  m o n k e y  s e r u m .  
A u t o a n t i b o d i e s  a g a i n s t  t h e  t r a n s i e n t l y  o c c u r r i n g  c o m p l e m e n t  b i n d i n g  b r a i n  
a n t i g e n s  w e r e  d e t e c t e d  i n  t h e  s e r a  f r o m  p a t i e n t s  w i t h  p r o g r e d i e n t  T B E  i n  t h e i r  
p h a s e  o f  p r o g r e s s i o n  ( A r t e m i k i n  a n d  B a i s h t u k ,  1972).  

I t  m a y  b e  a s s u m e d  t h a t  c h a n g e s  o f  N F  b e l o n g  t o  t h e  a c c o m p a n y i n g  e v e n t s  o f  
c h r o n i c  T B E .  T h e  N F  a b o u t  10  n m  t h i c k  a r e  c o m p o s e d  o f  3 p r o t e i n s  w i t h  M r  

2 0 0 , 1 5 0 ,  a n d  7 0  k D  a n d  a s s o c i a t e  w i t h  a n  a d d i t i o n a l  p r o t e i n  o f  M r  6 2  k D .  N F  a r e  
i n v o l v e d  i n  t h e  s l o w  a x o n a l  t r a n s p o r t  o f  l y s o z o m e s ,  e n z y m e s ,  a n d  n e u r o t r a n s ­
m i t t e r s  t o  t h e  a x o n  t e r m i n a l s .  I n t e r f e r e n c e  w i t h  t h e  a x o n a l  t r a n s p o r t  i s  o n e  o f  
t h e  b a s i c  m e c h a n i s m s  a c t i n g  i n  s l o w  v i r u s  i n f e c t i o n s  a n d  o t h e r  d e g e n e r a t i v e  
d i s e a s e s  o f  C N S .  A s  i n t e r f e r i n g  f a c t o r s  m a y  c o m e  i n t o  a c c o u n t  e i t h e r  c lass ica l  
v i r u s e s  o r  p r i o n  p r o t e i n s ;  o n e  s i g n  o f  t h e  i m p a i r e d  a x o n a l  t r a n s p o r t  i s  t h e  
r e l e a s e  o f  N F  p r o t e i n s  a n d  c o r r e s p o n d i n g  a u t o a n t i b o d y  f o r m a t i o n  ( G a j d u s e k ,  
1984;  1985;  T o h  et al., 1985;  L i b e r s k i  et al, 1987).  _ 

W h e n  c o n s i d e r i n g  t h e  p e r s i s t e n c e  o f  R N A - c o n t a i n i n g  v i r u s e s  i n  t h e  C N S  
a u t o a n t i b o d i e s  t o  N F  w e r e  n o t e d  i n  c e r t a i n  i n f e c t i o n s  ( C h a n ,  1985;  
K r i s t e n s s o n  a n d  N o r r b y ,  1986).  A l t e r a t i o n s  i n  a x o n a l  t r a n s p o r t  u n d e r  t h e  
i n f l u e n c e  o f  v i r a l  i n f e c t i o n s  i n  p a r t i c u l a r  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  i n  S e m l i k i  f o r e s t  
v i r u s  i n f e c t i o n  ( J e n k i n s  et al., 1988) .  W h e n  e x a m i n i n g  t h e  n e u r a l  s p r e a d  o f  
P o w a s s a n  v i r u s  f r o m  t h e  T B E  c o m p l e x  i t s  d i s t r i b u t i o n  w a s  d e t e c t e d  i n  
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n e u r o n s ,  a l o n g  t h e  a x o n s ,  a n d  i n  t h e  d e n d r i t e s  ( S o b o l o v  a n d  S h e s t o p a l o v a ,  
1978).  I t  c a n  b e  a s s u m e d  t h a t  t h e  v i r u s  a c t s  o n  t h e  n e u r o f i l a m e n t s  d u r i n g  i t s  
act ivat ion  i n  t h e  c o u r s e  o f  t rans i t ion  t o  s u b a c u t e  o r  c h r o n i c  i n f e c t i o n .  T h i s  c a n  
b e  c o n f i r m e d  b y  o u r  finding o f  a u t o a n t i b o d i e s  t o  N F  d u r i n g  t h e  p r o g r e s s i o n  o f  
C N S  i n f e c t i o n  in  c h r o n i c  T B E .  P o s s i b l y ,  t h e  i n v o l e v e m e n t  o f  N F  m a y  b e  
r e v e r s e d  b e c a u s e  t h e  a n t i b o d i e s  t o  N F  d o  n o t  d e v e l o p  a t  s tabi l izat ion  o f  i n f e c ­
t i o n  p r o c e s s .  

B a s e d  o n  t h e s e  d a t a  w e  m a y  a s s u m e  t h a t  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  c h r o n i c  T B E  
p r o c e s s  m a y  s h o w  s o m e  c o m m o n  f e a t u r e s  t o  s l o w  a n d  d e g e n e r a t i v e  n e u r o i n ­
f e c t i o n s  o f  C N S  a s  m a n i f e s t e d  i n  t h e  a l t e r a t i o n  o f  s l o w  a x o n a l  t r a n s p o r t ;  a n  
i n d i r e c t  i n d i c a t o r  o f  s u c h  f e a t u r e  i s  t h e  o c c u r r e n c e  o f  a u t o a n t i b o d i e s  t o  s t r u c ­
t u r a l  a x o n  c o m p o n e n t s .  
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