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Einleitung

Die Aufgaben der Abteilung liegen in den Bereichen For-
schung, Lehre, und Krankenversorgung. Im Bereich Kranken-
versorgung wird die komplette neuropathologische Diagnos-
tik von Hirntumoren, Tumoren peripherer Nerven sowie der
Muskel-und Nervenbiopsiediagnostik geleistet. Die Forschung
befasst sich mit verschiedenen Aspekten entziindlicher und
degenerativer Erkrankungen des Zentralnervensystems. Ein
Schwerpunkt stellt die Multiple Sklerose dar, deren Ursachen,
pathogenethische Grundlagen und immunologische Effek-
tormechanismen untersucht werden. Diese Untersuchungen
werden begleitet von verschiedenen Studien im Tiermodell
der Multiplen Sklerose, der experimentellen autoimmunen
Enzephalomyelitis. Gleichzeitig werden grundlegende Unter-
suchungen zu Mechanismen des Myelinabbaus durch Ma-
krophagen und Mikroglia durchgefiihrt. Die Untersuchungen
zu neurodegenerativen Erkrankungen befassen sich mit der
Jakob-Creutzfeldt-Erkrankung sowie anderen Ubertragbaren
spongiformen Enzephalopathien. In der Lehre werden schwer-
punktmagBig die allgemeinen Grundlagen sowie die speziellen
Aspekte der Neuropathologie im Rahmen der Vorlesungen,
Praktika und Kurse des Zentrums Pathologie geleistet.

Preface

The tasks of the Department lie in the areas of research, teach-
ing and patient care. Provision of patient care includes the car-
rying out of complete neuropathological diagnoses of brain
tumours, tumours of the peripheral nervous system, as well as
muscle and nerve biopsies. One area of research focuses on
multiple sclerosis, its causes, pathogenetic basis, and immu-
nological mechanisms. These investigations are accompanied
by various studies in the animal model of multiple sclerosis,
experimental autoimmune encephalomyelitis. At the same
time, basic research is being carried out on the mechanisms of
myelin degradation through macrophages and microglia. Re-
search in neurodegenerative diseases focuses on Creutzfeldt-
Jakob disease, as well as on other transmissible spongiform
encephalopathies. Teaching encompasses not only general
basics, but also special aspects of neuropathology that are
covered in lectures, practicals and in courses offered by the
Centre for Pathology.

1. Immunpathologie der Multiplen Sklerose

Die Identifizierung histopathologisch heterogener Muster der
Entmarkung bei der Multiplen Sklerose fiihrte zu der Hypo-
these, dass Untergruppen von MS-Patienten identifiziert wer-
den koénnen, die einer differentiellen Behandlung zugefiihrt
werden missen. Eine detaillierte Untersuchung eines grof3en
Patientenkollektivs mittels moderner immunpathologischer
Methoden belegte die ausgesprochene Heterogenitdt in den
Mustern der Entmarkung bei der MS, wobei vier differente
Muster der Entmarkung definiert werden: 1. T-Zell/Makropha-

gen-mediierte Entmarkung, 2. Antikdrper/Komplement-medi-
ierte Entmarkung, 3. Entmarkung mit distaler Oligodendrog-
liopathie und Oligodendrozytenapoptose und 4. Primédre
Oligodendrozyten-degeneration in der periplaque-weillen
Substanz. Diese pathologischen Befunde belegen die bekann-
te klinische, radiologische und genetische Heterogenitat der
Erkrankung und legen eine subtypen-basierte Therapie der
MS nahe. Erste Ansatze hierzu lieferten Untersuchungen, in
denen wir zeigen konnten, dass MS-Patienten mit dem Typ Il
(Antikorper/Komplement-mediierte Entmarkung) signifikant
von einer Plasmapherese profitierten. Die in vivo Identifikation
dieser Subtypen bei MS-Patienten sowie die weitere detaillier-
te Charakterisierung der MS-Lasionen ist Ziel weiterfiihrender
Untersuchungen. Hierbei stehen pathologisch-radiologische
Korrelationen sowie die Suche nach Serum- und genetischen
Markern im Vordergrund. Mechanismen der Remyelinisierung
als regeneratives Phdnomen sowie neurodegenerative As-
pekte der MS wie Axonverlust und kortikale Entmarkung ste-
hen im Mittelpunkt weiterer laufender Untersuchungen, die
von tierexperimentellen Studien in verschiedenen Modellen
begleitet werden.

1. Immunopathology of Multiple Sclerosis

The identification of histopathologically heterogeneous pat-
terns of demyelination in multiple sclerosis led to the hypoth-
esis that subgroups of MS patients can be identified in which
differentiated treatment regimes must be applied. A detailed
investigation of a large patient collective based on modern im-
munopathological methods showed marked heterogeneity in
the demyelination patterns in MS, and four different demyeli-
nation patterns were defined: 1. T-cell/macrophage-mediated
demyelination; 2. antibody/complement-mediated demyeli-
nation; 3. demyelination with distal oligodendrogliopathy and
oligodendrocyte apoptosis and 4. primary oligodendrocyte
degeneration in the periplaque white matter. These pathologi-
cal findings support the known clinical, radiological and genet-
ic heterogeneity of the disease and suggest a subtype-based
treatment of MS. Initial approaches in this direction comprised
studies in which we have already shown that MS patients with
type Il (antibody/complement-mediated demyelination) ben-
efited significantly from therapeutic plasma exchange. The in
vivo identification of these subtypes in MS patients, as well
as further detailed characterization of MS lesions is the goal
of ongoing investigations. Purpose of these investigations is
the pathological-radiological correlations as well as the search
for serum and genetic markers. Mechanisms of remyelination
as regenerative phenomenon as well as neurodegenerative
aspects of MS such as axonal loss and cortical demyelination
are the focus of further studies in which animal experimental
studies in various models are being used.
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2. Hirnspezifische Mechanismen der
Immunantwort in Multipler Sklerose

Entziindliche Erkrankungen des ZNS wie Multiple Sklerose
und das entsprechende Tiermodell EAE sind durch Infiltration
aktivierter Lymphozyten und Phagozyten in das ZNS charak-
terisiert. Innerhalb des ZNS initiiert die Aktivierung von hir-
neigenen Zellen eine entziindliche Kaskade, die zur Gewebe-
zerstérung, Entmarkung und neurologischen Defiziten fiihrt.
Toll-like-Rezeptoren (TLRs) erkennen Mikroben und sind von
zentraler Bedeutung als Mediatoren fiir angeborene Immu-
nitat. Erhdhte TLR-Expression innerhalb des ZNS wird sogar
in Abwesenheit von jeglicher offensichtlicher mikrobieller
Beteiligung beobachtet. Um die funktionelle Relevanz dieses
Phianomens wahrend steriler Autoimmunitat zu ermitteln,
untersuchten wir die Rolle verschiedener TLRs sowie ihres
gemeinsamen Signaling-Adaptors MyD88 bei der EAE. Wir
stellten fest, dass die MyD88-Mduse vollstandig EAE-resistent
waren. Uberraschenderweise war dieser Resistenz teilwei-
se durch die Bindung des CpG-Rezeptors TLR9 bedingt. Die
Eingrenzung der MyD88- oder TLR9-Mutation auf endogene
radioresistente Zellen, einschlie8lich des ZNS, zeigten, dass
die Bindung an radioresistente Zellen den Krankheitsverlauf
und histopathologischen Veranderungen modulierte. Unsere
Daten zeigten, dass sowohl TLR9 als auch MyD88 entschei-
dende Modulatoren im autoimmunen Prozess wahrend der
Effektorenphase der Erkrankung sind, und liegen nahe, dass
endogene,Gefahrensignale” wie Infektionen die Pathogenese
der Erkrankung modulieren.

2. Brain-specific Mechanisms of Inmune
Response in Multiple Sclerosis

Inflammatory diseases of the CNS, such as MS and its ani-
mal model EAE, are characterized by infiltration of activated
lymphocytes and phagocytes into the CNS. Within the CNS,
activation of resident cells initiates an inflammatory cascade,
leading to tissue destruction, demyelination and neurological
deficit. TLRs recognize microbes and are pivotal mediators of
innate immunity. Within the CNS, augmented TLR expression
during EAE is observed, even in the absence of any apparent
microbial involvement. To determine the functional relevance
of this phenomenon during sterile autoimmunity, we studied
the role of different TLRs as well as their common signalling
adaptor MyD88 in the development of EAE. We found that
MyD88 mice were completely EAE resistant. Surprisingly, this
protection is partly due to engagement of the CpG receptor
TLR9. Restricting the MyD88 or TLR9 mutation to host radio-
resistant cells, including the cells within the CNS, revealed that
engagement of radio-resistant cells modulated the disease
course and histopathological changes. Our data clearly dem-
onstrate that both TLR9 and MyD88 are essential modulators
of the autoimmune process during the effector phase of the
disease and suggest that endogenous,danger signals” modu-
late the disease pathogenesis.
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3. Axonale Schadigung bei entziindlicher
Entmarkung und Mechanismen der
Remyelinisierung

Forschungsergebnisse der letzten Jahre weisen darauf hin,
dass nicht so sehr der Verlust an Myelinscheiden, sondern viel-
mehr das Ausmal3 an axonaler Schadigung mit der bleibenden
klinischen Behinderung der MS-Patienten korreliert. Axonale
Schadigung wird vorwiegend in friihen, entziindlichen MS-
Lasionen gefunden. Eine Korrelation von CD8-positiven T-Zel-
len und Makrophagen mit der Anzahl APP-positiver axonaler
Sphéroide als Ausdruck der akuten axonalen Schadigung
konnte festgestellt werden. Die Pathogenese der axonalen
Schadigung in MS-Lasionen ist weitgehend ungeklart. Die
ausgepragte Heterogenitat zwischen verschiedenen Patienten
fuhrte zu der Hypothese, dass moglicherweise auch Varianten
entziindlicher ZNS-Erkrankungen mit primarer Immunattacke
gegen axonale Proteine existieren. Auflerdem stellt sich die
Frage, inwieweit bei manchen Patienten eine gesteigerte en-
dogene Vulnerabilitdt gegeniiber axonaler Schadigung durch
entziindliche Mediatoren besteht. Zur Beantwortung dieser
Fragestellungen werden neue experimentelle Modelle entwi-
ckelt, die die menschliche Pathologie besser als bisher verflig-
bare Modelle reflektieren.

Ein wesentlicher pradisponierender Faktor flir axonale
Schadigung ist die Entmarkung. So stehen Bestrebungen, die
Bildung neuer Markscheiden zu férdern, im Mittelpunkt thera-
peutischer Ansatze fir die multiple Sklerose. Remyelinisierte
Axone konnen in ca. 40% der Lasionen gefunden werden; al-
lerdings beschranken sich die remyelinisierten Areale haufig
auf den Ldsionsrand. Patienten mit ausgepragter Remyelini-
sierung stehen solchen mit kaum nachweisbarer Remyelini-
sierung gegeniiber. Wir gehen unter anderem der Frage nach,
ob Polymorphismen in myelinisierungsassoziierten Genen die
individuelle Remyelinisierungskapazitat beeinflussen.

3. Axonal Damage in Inflammatory
Demyelination and Mechanisms of
Remyelination

The severity of permanent clinical disability in MS patients is
largely determined by the extent of axonal loss. Our studies
in a large number of MS autopsies indicate that the extent of
axonal loss is heterogeneous between patients — and relatively
homogeneous between different lesions of the same patient.
Thus, two main hypotheses form the basis of our axon-related
research projects: 1) that a genetically determined, differen-
tial vulnerability may influence the susceptibility towards in-
flammatory axonal damage, and 2) that in a subpopulation
of patients, axons may be damaged via a specific — primary
or secondary - attack of the immune system. With our large
collection of MS autopsy brains, we are currently generating
a data base of genetic polymorphisms and allelic variants of
candidate genes (e.g., ApoE, Cox-2, CNTF, oestrogen receptor
1, and CCR5). Genotype frequencies are then correlated with
well-defined histopathological parameters, e.g., extent of re-

myelination and percentage of axonal loss. In corresponding
EAE experiments, mice models with gene deficiencies (poten-
tially important for axonal function, e.g. stathmin and ApoE),
are being examined.

In previous studies, we have shown that the extent of remy-
elination is heterogeneous between MS patients. On the one
hand, this may be caused by metabolic, “genetic” differences
of oligodendrocytes between patients; while the extent of
axonal loss or a differential axonal permissiveness for remyeli-
nation could impede successful remyelination. A study in over
150 MS autopsies was carried out to correlate the efficiency in
remyelination with polymorphisms in myelination-associated
candidate genes designed to identify candidate molecules
and pathways for therapeutic intervention. Substances pro-
moting remyelination are currently tested in vitro and in ani-
mal models. Testing pro-remyelinative substances in humans
is currently hampered by the lack of a reliable imaging cor-
relate for remyelination. Recently, we applied the cuprizone
mouse model of non-inflammatory demyelination to deline-
ate a multi-parameter approach that is able to identify animals
with remyelination. This model is at present modified to allow
the identification of MRI parameters for remyelination in brain
tissue altered by demyelination and inflammation.
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4. Mechanismen und Konsequenzen
mikroglialer Aktivierung

Eine Aktivierung mikroglialer Zellen, die als Makrophagen-
Aquivalent des ZNS gelten, ist nicht nur Folge sondern kri-
tischer Bestandteil neuropathologischer Veranderungen, wo-
bei neben prinzipiell protektiven auch schadigende Einfliisse
resultieren kdnnen. Molekulare Signale (aktivierende und mo-
dulierende Faktoren), zelluldre Mechanismen (Rezeptoren und
intrazelluldre Signalwege) und funktionelle Konsequenzen
(Produktion von Mediatoren und Effektoren, Phagozytose,
Expression von Oberflaichenmolekilen fiir Zellinteraktionen)
des Aktivierungsprozesses, wie sie bei der Multiplen Sklerose
(MS) von vermuteter Bedeutung sind, werden dabei in ver-
schiedenen Projekten untersucht. Phdnotypische Diversitdit:
Wahrend friithere Auffassungen davon ausgingen, dass der
Aktivierungsprozess einem Stereotyp folgt, wenig Anpas-
sungen an bestimmte Situationen zuldsst und kaum durch
Einfllisse anderer Zellen gesteuert wird, kann man heute fir
Makrophagen/Mikroglia unterschiedliche reaktive Phdno-
typen darstellen. Bei der MS scheint die Phagozytose von ge-
schadigten Myelin-Strukturen Voraussetzung fir (partielle) Re-
myelinisierung zu sein. Eine rasche Entfernung von potentiell
autoimmunogenem Material kdnnte auch das Risiko weiterer
Immunattacken verringern. In Modellen der Konfrontation
von Mikroglia/Makrophagen mit geschadigtem Nervgewebe
wurde dabei ein von bisher bekannten (induzierbaren) reak-
tiven Phdnotypen unterscheidbarer Phanotyp identifiziert,
der eine a priori anti-inflammatorische Ausrichtung mit Ten-
denz zur Unterstlitzung von Th2-Immunantworten aufweist.
Protein-Tyrosin-Kinase (PTK)-Signaling: Im Mittelpunkt steht
eine Tyrphostin AG126-sensitive PTK-Aktvitdt, die durch un-
terschiedliche extrazelluldre Faktoren Uber Stimulation von
Toll-like receptors (TLR) in Mikroglia aktiviert wird und Gber
zentrale intrazelluldre Signalwege und Einstellungen (MAPK-
Kaskaden, Kalzium-Niveau) die Reaktionsfahigkeit der Zellen
(z.B. Ansprechen auf Komplementfaktoren und Kotransmitter)
sowie deren exekutive Leistungen (z.B. Produktion immunre-
gulatorischer Faktoren) steuert. Nach einer Charakterisierung

der Einbindung und ungefdhren hierarchischen Einordnung in
das Signalgeschehen von TLR1/2, TLR3, TLR4, TLR6/2 und TLR9
sowie dabei resultierender Konsequenzen haben wir jetzt mit
einer molekularen Identifizierung der PTK begonnen. Serum-
faktoren als Signale und Modulatoren: Ein wichtiges Kompar-
timent, aus dem bei Gewebeschadigungen oder Stérungen
der Blut-Hirn-Schranken-Funktion Mikroglia-relevante Signale
in das ZNS-Parenchym Ubertreten, stellt das Blut dar. Serum-
komponenten, wie beispielsweise Proteasen der Gerinnungs-
kaskade, konnen dabei lber unterschiedliche Mechanismen
(z.B. protease-activated receptors, PAR) gliale und neuronale
Funktionen steuern. Allerdings wurden dabei in der Vergan-
genheit auch funktionelle Fehlzuweisungen vorgenommen,
so z.B. Thrombin (Faktor lla) mikrogliale Konsequenzen zuge-
ordnet, die eigentlich nicht auf diese Protease selbst entfallen.
Die Charakterisierung tatsachlicher PAR-abhangiger Throm-
bin-Funktionen fir Mikroglia und Aufdeckung eines TLR4-ge-
tragenen Mechanismus fiir Thrombin-assoziierte Wirkungen
stand im Mittelpunkt dieses Projektes.

4. Mechanisms and Consequences of
Microglial Activation

Activation of microglial cells, considered the macrophage
equivalent of the CNS, is not only a consequence but critical
element of neuropathological changes. Besides basically pro-
tective consequences, also damaging outcomes can result.
Molecular signals (activating and modulating factors), cellu-
lar mechanisms (receptors and intracellular signalling path-
ways) and functional consequences (production of mediators
and effectors, phagocytosis, expression of surface molecules
for cell interactions) of the activation process with assumed
importance for multiple sclerosis (MS) are subject of various
projects. Phenotypic diversity: While previous concepts con-
sidered the activation process to follow a stereotype, with
little adaptations to specific situations and little influence by
other cells, commitment to distinct reactive phenotypes has
meanwhile been demonstrated for macrophages/microglia. In
MS, phagocytosis of damaged myelin structures seems to be
a prerequisite for (partial) re-myelinisation. Rapid removal of
potentially auto immunogenic material could also lower the
risk for further immune attacks. In models of confrontation of
microglia/macrophages with damaged nerve tissue, we iden-
tified a novel phenotype which can be distinguished from
other known (inducible) reactive phenotypes. It reveals an a
priori anti-inflammatory orientation with bias for supporting
Th2 immune responses. Protein tyrosine kinase (PTK) signal-
ling: We have been focusing on a tyrphostine AG126-sensitive
PTK activity, which is activated by various extracellular factors
through stimulation of toll-like receptors (TLR) in microglia. It
controls cellular responsiveness (e.g. to complement factors
and cotransmitters) and executive performance (e.g. synthesis
of immunoregulatory factors) via central intracellular path-
ways /adjustments (MAPK cascades, calcium level). Following
characterization of the involvement and first hierarchical posi-
tioning within signalling events of TLR1/2, TLR3, TLR4, TLR6/2
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and TLR9 as well as their resulting consequences, we have
started identifying the molecular nature of the PTK. Serum
factors as signals and modulators: Blood represents an impor-
tant compartment, from which microglia-relevant signals can
penetrate the CNS parenchyma upon tissue injury or impair-
ment of blood-brain barrier function. Serum components, like
proteases of the coagulation cascade, can thereby influence
glial and neuronal functions through different mechanisms
(e.g. protease-activated receptors, PAR). In the past, however,
functions have also been wrongly assigned, for example, cer-
tain effects on microglia to thrombin (factor lla), which actually
do not rely on the protease. Characterization of true PAR-de-
pendent thrombin functions and unravelling of a TLR4-carried
mechanism of thrombin-associated effects have been the fo-
cus of this project.
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5. Ubertraghare spongiforme Enzephalopathien

Pathophysiologie der Erregeraufnahme und Erregeraus-
breitung bei TSE

Transmissible spongiforme Enzephalopathien sind neurode-
generative Erkrankungen bei Menschen und Tieren, die nach
einer Jahrzehnte dauernden Inkubationszeit immer mit dem
Tod enden. Scrapie, BSE und Creutzfeldt-Jakob Krankheit zei-
gen dabei das gemeinsame pathophysiologische Krankheits-
prinzip, dass ein Zelloberflichenprotein (das Prionprotein)
neben seiner physiologischen auch in einer pathologischen
Konformationen auftritt. Das Protein gewinnt mit dieser pa-
thologischen Konformation zwei krankheitsrelevante Eigen-
schaften: es aggregiert und entzieht sich dadurch partiell
dem korpereigenen Abbau und es kann dem physiologischen
Prionprotein seine pathologische Konformation aufzwingen
und sich dadurch vermehren. Neben sporadischem und here-
ditdrem Auftreten kénnen TSE akquiriert werden, also durch
Einbringen des infektidsen Agens von auflen in den Korper
ausgelodst werden (BSE). Dabei kénnen auch Artenbarrieren
Uberwunden werden (Variante der Creutzfeldt-Jakob Krank-
heit). Um die Erregeraufnahme und -ausbreitung im Korper
verstehen zu kdnnen, wurde ein Hamster-Modell entwickelt,
in dem nach oraler Erregeraufnahme die Erregerausbreitung
wahrend der Inkubationszeit gezeigt werden konnte. Kleinste
Mengen pathologischen Prionproteins kdnnen in seiner topo-
graphischen Verteilung mit der in Gottingen entwickelten PET
blot Methode erkannt werden. Dadurch konnte der Ausbrei-
tungsweg des pathologischen Prionproteins in die Muskulatur
erkannt werden. Am Modell wird untersucht, welche Faktoren
die Errergeraufnahme und -ausbreitung beeinflussen. Der Ar-
beitsgruppe ist es gelungen, die extrazerebrale Errergeraus-
breitung bei der BSE identifizieren zu kénnen.

Pathologische Proteinaggregation bei der Entwicklung
neurodegenerativer Krankheiten

Ziel ist es das Spektrum neurodegenerativer Erkrankungen,
insbesondere der Prionkrankheiten, zu erfassen und Einblicke
in die physiologische Funktion des Prionproteins zu erhalten.
Gegenwartig wird der Mechanismus der Proteinaggregationin
seiner Bedeutung fiir die Krankheitsentwicklung untersucht.
Etliche neurodegenerative Erkrankungen gehen mit Ablage-
rungen von Proteinen des Nervensystems (z.B. Prionprotein,
a-Synuclein, Amyloidprecursorprotein (APP), Tau-Protein) ein-
her. Bislang ist vollig unklar, wie die Proteinaggregatablage-
rungen zur Neurodegeneration fiihren In vorangegangenen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die neuroto-
xische Wirkung eines aggregierten Prionproteinfragmentes
von dem Vorhandensein physiologischen Prionproteins ab-
hangt und dass ein neurotoxischer Effekt Mikroglia-vermittelt
ist. Jetzt werden am Beispiel des Prionproteins das Zustan-
dekommen der pathologischen Proteinaggregationen, seine
Bedeutung fiir pathophysiologische Prozesse und das Krank-
heitsgeschehen untersucht, sowie auf Struktureigenschaften
beruhende Nachweisverfahren entwickelt.



Bereich Humanmedizin Gottingen Forschungsbericht Research Report 2003 -2005

5. Transmissible Spongiform Encephalopathies

Pathophysiology of the uptake and spread of the TSE
causative agent

Transmissible spongiform encephalopathies are neurodegen-
erative diseases in humans and animals which, following an in-
cubation time of up to decades, culminate in a fulminant clini-
cal disease course invariably ending in death. Scrapie and BSE
in animals and Creutzfeldt-Jakob disease in humans display a
new disease principle, in which a cell surface protein (the prion
protein) acquires a pathological conformation that leads to
two disease-relevant properties: it accumulates and partially
escapes from the body’s own degradation and it can force its
pathological conformation onto the physiological prion pro-
tein and thus reproduce itself. To be able to understand how
the causative agent enters the body and travels, a hamster
model was developed to show the spread of the agent after
oral ingestion and during the incubation period. The topo-
graphic spread of even minute amounts of the pathological
prion protein can be recognised using the presently most sen-
sitive morphological detection method, the PET blot method.
With this method the topographical spread of pathological
prion proteins to muscles could be determined. Investigation
in a model will show which factors influence absorption of the
infectious agent and its spread. Our work group has been able
to identify the extracerebral spread of the infectious agent in
BSE.

Pathological protein aggregation in the development of
neurodegenerative diseases

Following on the first objective, we are now investigating the
mechanisms of protein aggregation and its significance in
the development of disease. A number of neurodegenerative
diseases are associated with the deposition of proteins of the
nervous system (e.g. prion protein, a-synuclein, amyloid pre-
cursor protein (APP) and tau protein). These accumulations
occur through the aggregation of originally soluble proteins.
At present it is unknown how deposits of protein aggregates
lead to neurodegeneration. Based on the example of the prion
protein, the materialisation of pathological protein aggrega-
tions, their implications for pathophysiological processes and
the development of disease are being investigated, and de-
tection methods based on structural characteristics are being
developed.
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