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PROBLEM OF RECOMBINANT INTERFERON ALPHA 2-IMMUNOGENICITY
IN THERAPY

LIPTAKOVA H, KONTSEK P

PROBLEM IMUNOGENNOSTI REKOMBINANTNEHO INTERFERONU ALFA 2 V TERAPII

Abstract

Liptakova H, Kontsek P:

Problem of Recombinant Interferon Alpha 2 Immunogenici-
ty in Therapy
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Recombinant human (r)IFN-a 2 is successfuly used in treat-
ment of haematopoietic malignancies, lymphomas and viral
hepatitis B and C as well. One of undesired side-effects of
rIFN-a 2 is its immunogenicity which could decrease therape-
utic potential of the drug. Formation of antibodies against
rIFN-0 2 in man represents a complex process, in which many
mutually interacting variables are involved. Factors influen-
cing the humoral response against the recombinant homolo-
gue of human IFN-a 2 have not been unambiguously determi-
ned yet. In general, two categories of these factors — exogeno-
us and endogenous (physiological) — are considered. The exo-
genous factors determine structural differences of the
recombinant protein from the native IFN-a 2. Their influence
on the formation of therapy-induced antibodies could be limi-
ted by the selection of suitable rIFN-a 2 subvariant, suitable
storage of the preparation and by treatment regimen. On the
other side, current knowledge of the endogenous factors,
which function at the level of patient’s organism, do not allow
to propose efficient ways of their elimination. (7ab. 2, Ref. 28.)
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Interferény (IFN) su skupinou cytokinov, ktoré sa ztcas-
tiuju na ochrane organizmu pred virusovymi i parazitickymi
ochoreniami, pri obrane proti nadorom a posobia aj na bunky
imunitného systému. Ludské rekombinantné IFN a,  ay su
dnes schvalené ako terapeutické preparaty pre liecbu celého
radu nadorovych i virusovych ochoreni. Najviac skusenosti sa
ziskalo s rekombinantnym IFN-a 2 (rIFN-a 2), ktory sa v su-
Casnosti vyuziva pri lieceni vlasatobunkovej leukémie, chro-
nickej myeloidnej leukémie, esencialnej trombocytopénie, mno-
hopocetného myeldmu, nonhodgkinovského lymfému, chronic-
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Rekombinantny [udsky interferdn alfa 2 sa tspes$ne pouziva
v lie¢be hematologickych malignit, lymfémov aj virusovej
hepatitidy B aj C. Jednym z neziaducich vedlajsich uc¢inkov
rINF-alfa 2 je jeho imunogénnost, ktord mdze znizovat jeho
terapeuticky potencial. Tvorba protilatok proti rIFN-alfa 2
predstavuje zlozity proces, na ktorom sa zucastiuje vzajomna
interakcia mnohych faktorov. Faktory ovplyviujice humoral-
nu odpoved na rekombinantny rIFN-alfa 2 zatial neboli jed-
noznacne uréené. Vo v§eobecnosti sa uvazuje o dvoch skupi-
nach faktorov — exogénnych a endogénnych (fyziologic-
kych). Exogénne faktory urcuju $trukturne rozdiely rekombi-
nantného proteinu oproti nativnemu IFN-alfa 2. Ich vplyv na
tvorbu terapiou indukovanych protilatok by sa mohol obme-
dzit vybranim vhodného podtypu rIFN-alfa 2, spravnym
uskladnenim preparatu a rezimom lieCby. Na druhej strane
sucasna urovenn vedomosti o endogénnych faktoroch neumoz-
nuje navrhnut efektivne sposoby ich odstranenia. (7Tab. 2, lit.
28.)

KIucové slova: interferén alfa 2, imunogénnost, terapia, pro-
tilatky.

kého granulomatézneho ochorenia, kondyloma akuminata, ju-
venilnej papilomatdznej laryngey, kozného T-bunkového lym-
féomu, maligneho melandému, AIDS, Kaposiho sarkému, meta-
statického oblickového karcindmu a chronickej hepatitidy B
a C. Terapia rIFN-a 2 je nakladnd a aj preto treba eliminovat
faktory, ktoré negativne ovplyviiuju jej Gspesnost. Pretoze me-
dzi nepriaznivé vedlajsie G¢inky zaradujeme aj tvorbu protila-
tok voci tomuto prepardtu, vyznamnou ulohou sa stava najde-
nie spoésobu zamedzenia alebo aspon znizenia ich vyskytu u lie-
¢enych pacientov.
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Klinicka vyznamnost protilatok voci rIFN-a 2

Ako prvi upozornili na tvorbu protilatok voci rekombinant-
nému [udskému IFN-a 2 u ¢loveka Gutterman a spol. (1982).
Odvtedy mnohé dalsie klinické $tudie demonstrovali imunogén-
nost tohto preparatu podavaného fTudom lieCenym na rozli¢né na-
dorové a virusové ochorenia (Antonelli, 1997). Imunogénnost
rIFN-a 2 sa povazuje za vyznamny problém, pretoze optimalne
teraputické ucinky tohto lieciva vyzaduji dlhodobé podavanie
(dlhsie ako niekolko mesiacov). Cas objavenia protilatok vodi
IFN je rozny (v rozmedzi 1—30 mesiacov od zaciatku liecby),
pricom stredny ¢as pre tvorbu protilatok byva v rozsahu 6—12
mesiacov (von Wussow a spol., 1994; Russo a spol., 1996). Aj
frekvencia tvorby protilatok voci rIFN-a 2 byva velmi premen-
livd — od uplnej absencie v skupine pacientov s vlasatobunko-
vou leukémiou az po 61 % v skupine pacientov s virusovou he-
patitidou C, pritom ich hladina je velmi variabilna a nestabilna
(Antonelli, 1997).

Otdazka vztahu medzi objavenim anti-IFN protildtok v sére
pacienta a neuspesnostou liecby nie je dodnes jednoznacne zod-
povedand. Rezistencia proti antitumorovému, ako aj proti anti-
virusovému uéinku rIFN-a 2, suvisiaca s vytvorenim neutralizu-
jucich protilatok, sa pozorovala u pacientov s vlasatobunkovou
a chronickou myeloidnou leukémiou, karcindmom oblic¢ky, non-
hodgkinovskym lymfémom, melandémom, B-bunkovou leuké-
miou, kryptoglobulinémiou a hepatitidami B a C (Antonelli,
1997). Existuju vsak aj klinické udaje, ktoré nepotvrdzuji nega-
tivnu tlohu IFN-neutralizujuicich protilatok. Rozdielne pozoro-
vania sa daju vysvetlit tym, Ze netuspesnost terapeutickej aktivi-
ty rIFN-a 2 zrejme stvisi aj s ¢asom objavenia a hladinou tych-
to protilatok. Vo vSeobecnosti plati, ze vysoka hladina neutra-
liza¢nych protilatok voci rIFN-a 2 u liecenych pacientov moze
korelovat so stratou terapeutického efektu rekombinantného pre-
paratu.

Neuspesna liecba rIFN-02 nemusi suvisiet vyluéne s induk-
ciou $pecifickych protilatok. U pacientov s virusovou hepatitidou
samozu v priebehu IFN-terapie vyselektovat virusové kmene odol-
né proti takejto lieCbe (Finkelstein a spol. 1992; Enomoto a spol.,
1995). Séra pacientov vSak mé6zu obsahovat aj Specifické inhibi-
tory IFN, ktoré nie su protilatkami, napr. solubilné bunkové IFN-
receptory (Havredaki a spol., 1985).

Mozné dovody imunogénnosti rIFN-0 2 u ¢loveka

Tvorba protilatok proti rIFN-0 2 u ¢loveka je komplexnym pro-
cesom, ktory je ovplyviiovany Sirokym spektrom Cinitelov (tab. 1).
Prihliada sa na dve skupiny pricin, ktoré by mohli navodzovat hu-
moralnu odpoved vo¢i rekombinantnému homolégu Tudského pro-
teinu:

— exogénne — poOsobiace primarne na konformaciu moleku-
ly rIFN-a 2 a sekundarne v suvislosti s rezimom poddvania re-
kombinantného preparatu,

— endogénne — ovplyviujuce fyziologicky stav Iudského
organizmu, najmé jeho imunitného systému.

Vo vSeobecnosti plati, ze tloha exogénnych faktorov pri tvor-
be protilatok voci rIFN-a 2 je ovela lepsie charakterizovana ako
uloha endogénnych faktorov.

Tab. 1. Mozné pric¢iny imunogénnosti rIFN-a 2 u ¢loveka.

Exogénne faktory Endogénne faktory

Struktrne nestrukturne fyziologické
(ovplyviuju (ovplyviuju (ovplyviuju
konformaciu kontakt fyziologicky

molekuly IFN) IFN-imunitny systém) stav pacienta)

subvarianty IFN-o 2
priprava IFN

rezim lieCby vrodené vlastnosti
ddavka IFN rasa

nizke pH dizka lietby genotyp HHK
glykozyldcia frekvencia a typ ochorenia
stabilizdcia spésob podania autoprotilatky
skladovanie TFN IFN

chemicka modifikacia

agregacia

Tab. 1. Possible causes of immunogenicity of rIFN-a 2 in man.

Exogenous factors Endogenous factors

structural non-structural physiological
(affect the (affect the (affect the
conformation interaction physiological

of IFN-molecule) IFN-immunne system) status of a patient)

IFN-a 2 subvariants
preparation of IFN

treatment regimen inherited properties
dose race

low pH duration of treatment ~ MHC-genotype
glycosylation frequency and route type of disease

stabilization of IFN-administra- autoantibodies

storage of IFN tion

chemical modification

aggregation

Exogénne faktory ovplyviiujice humoralnu odpoved vo¢i rIFN-
a2

Rozlisujeme dve kategorie exogénnych faktorov: Struktirne
— s bezprostrednym vplyvom na konformaciu molekuly IFN a ne-
Struktirne (rezim lieCby) — urcujuce ,,intenzitu® kontaktu medzi
imunogénom a imunitnym systémom pacienta.

Struktirne faktory

Imunitna odpoved na podany rIFN-0 2 méze odrazat jeho zme-
nenu Strukturu v porovnani s prirodzenym ludskym IFN-a 2.
V tejto suvoslosti sa uvazuje o rozdieloch medzi subvariantmi IFN-
a 2 alebo o modifikacii molekuly rIFN-a 2 pocas vyroby a skla-
dovania.

Subvarianty IFN-a 2. V Tudskej populacii sa gén pre subtyp
IEN-a 2 vyskytuje v troch alelickych variantoch, ktoré koduju pro-
teiny vzajomne sa rozliSujuce len v jednej, resp. dvoch aminoky-
selinach. Tieto §truktirne rozdiely su vSak imunologicky relevantné
(von Gabain a spol., 1990). Vsetky tri subvarianty IFN-a 2 s
komeréne dostupné a terapeuticky sa vyuzivaju. Vysledky klinic-
kych stadii dokazali rozdiely vo frekvencii navodenia imunitne;j
odpovede voci jednotlivym rekombinantnym subvariantom (tab.
2). IFN-a 2a indukuje tvorbu $pecifickych protilatok castejSie a vo
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Tab. 2. Imunogénnost roznych preparatov IFN-0 v klinike (Steinmann
a spol., 1992; McKenna a Oberg, 1997; Oberg a Alm, 1997).

Ludsky
interferon

Frekvencia neutralizaénych
protilatok

rekombinantny Aminokyselina v polohe

23 34
IFN-a 2a Lys His 20-50 %
IFN-a 2b Arg His 0-30 %
IFN-a 2¢ Arg Arg 1%
prirodny
leukocytovy IFN-a 0-1 %
lymfoblastoidny IFN-a 0-6 %

Tab. 2. Clinical immunogenicity of different IFN-O preparations (Ste-
inmann et al., 1992; McKenna and Oberg, 1997; Oberg and Alm, 1997).

Human Frequency of neutralizing

interferon antibodies

recombinant Amino acid at position

23 34
IFN-a 2a Lys His 20-50 %
IFN-a 2b Arg His 0-30 %
IFN-a 2¢ Arg Arg 1%
natural
leucocyte IFN-a 0-1 %
lymphoblastoid IFN-a 0-6 %

vyssej hladine ako IFN-a 2b. Pretoze gén pre IFN-a 2b je predo-
minantny v normdlnej ludskej populécii (Kaluza spol., 1994), usu-
dzovalo sa, ze u Tudi mdéze dochadzat k navodeniu humorélne;j
odpovede voci exogénnemu subvariantu 2a v dosledku jeho $truk-
turnej odliSnosti od endogénneho subvariantu. Experimentalne
udaje vsak nepotvrdili jednoznacéne takéto vysvetlenie. Bolo do-
kazané, Ze protilatky vytvorené proti jednému subvariantu su
schopné reagovat aj s ostatnymi subvariantmi, t.j. nie su $pecific-
ké len pre pouzity imunogén. Najnizsia frekvencia tvorby Speci-
fickych protilatok sa pozorovala pri terapeutickom pouziti subva-
riantu 2¢ (Steinmann a spol., 1992). Treba vsak dodat, ze klinické
udaje s IFN-0 2c sa ziskali v ovela menSom subore pacientov v po-
rovnani s vysledkami pre subvarianty 2a a 2b.

Zmeny molekuly rIFN-Q 2 pri priprave a skladovani. Vyroba
klinicky vyuziteIného rIFN-a 2 vyzaduje mnozstvo krokov, ktoré
potencialne modifikuju jeho $truktiru. Takuto ¢iasto¢ne zmenent
konformadciu, v porovnani s endogénnym IFN-a 2, by mohol po-
vazovat imunitny systém ¢loveka za ,,nie vlastnu“ a navodit pri-
slusnu protilatkovi odpoved.

Nizke pH. Predpoklad, Ze k vyraznym konforma¢nym zme-
nam rIFN-o 2 by mohlo dochadzat vplyvom nizkeho pH pocas
inaktivacie s kyselinou sirovou na konci procesu fermentacie, sa
nepotvrdil (Hochuli, 1997). Zistila sa iba jemna modulédcia po-
vrchu rekombinantného proteinu G¢inkom pH2 (Kudela a spol.,
1996), ktora pravdepodobne neindukuje Specificku reakciu u pa-
cientov.

Chybajica cukornd zlozka. Liecba prirodzenym (leukocyto-
vym alebo lymfoblastoidnym) I[FN-0 vyvolava minimalnu proti-
latkovu odpoved. Kedze bakterialny rIFN-a 2 nie je na rozdiel od
prirodzeného glykozylovany (Adolf a spol., 1991), uvazovalo sa,

ze chybajuca cukorna zlozka mohla ,,odhalif” potencialnu imuno-
génnu §truktiru ,,maskovani“ v prirodzenom proteine. Uvedenti
hypotézu sa dosial nepodarilo potvrdit.

Chemickd modifikdcia. Dal3ou pravdepodobnou pri¢inou zvy-
Senej imunogénnosti rIFN-a 2 je chemicka modifikéacia proteinu,
ktora mé6ze prebehnut pri nevhodnom uskladneni. V preparate
udrziavanom dlhodobejsie pri izbovej teplote sa zvySuje obsah
oxidovanych molekul rIFN-a 2, ktoré vzajomne agreguju, pripad-
ne este vytvaraju komplexy so stabilizatorom. Vysoko purifiko-
vany rIFN-a 2 je totiz labilny, a preto sa k nemu pridava na stabi-
lizaciu najcastejsie ludsky sérovy albumin. Vzniknuté agregaty IFN
i komplexy IFN-albumin st viac imunogénne (pri testoch na my-
Siach) ako monomérne formy rekombinantného proteinu (Palle-
roni a spol., 1997).

Na zaklade uvedenych analyz sa navrhli podmienky skladova-
nia rIFN-a 2 pri teplote 2—8 °C, aby bolo redukované riziko vy-
tvorenia kontaminujucich imunogénnych foriem. Okrem toho bola
vyvinuta nova metoda stabilizacie rekombinantného IFN-a 2 bez
Tudského sérového albuminu, ¢im sa zabranuje tvorbe imunogén-
nych komplexov IFN so stabilizujicou bielkovinou (Hochuli,
1997).

Nestruktirne faktory (rezim podavania)

Humoralna reakcia organizmu zavisi aj od rezimu aplikécie
imunogénu, ktorym sa moze modulovat bazalna hladina imuno-
génnosti podavaného rIFN-a 2 u pacienta.

Dizka liecby. Vieobecne plati, Ze schopnost rIFN-a 2 induko-
vat $pecifické protilatky narastd s dizkou jeho podavania (Steis
a spol., 1988; Figlin a spol., 1986). Pacienti vic¢Sinou vytvoria
protilatky do jedného roka od zacatia lie¢by (von Wussow a spol.,
1994; Russo a spol., 1996).

Ddvka. Vyssie davky rIFN-a 2 vaésinou navodzuju tvorbu $pe-
cifickych protilatok castejSie ako mensie davky, ale bol opisany aj
pripad vyssej imunogénnosti nizsich davok (Porres a spol. 1989).

Frekvencia. Castejsie podavanie rIFN-a 2 zvysuje pravdepo-
dobnost indukcie Specifickej humoralnej odpovede u pacienta (Itri
a spol., 1989).

Sposob aplikdcie. Incidencia protilatok vo¢i rIFN- bola vys-
Sia u pacientov, ktorym sa podaval IFN subkutanne, nez u pacien-
tov, ktorym sa tento preparat aplikoval intravendzne alebo intra-
muskularne (Larocca a spol., 1989).

Endogénne faktory ovplyviiujuce tvorbu protilatok
vo¢i rIFN-a 2

Protilatky voc¢i rIFN-a 2 sa nevytvaraju u vsetkych pacientov
liecenych tymto preparatom. Preto je zrejmé, Ze na tomto procese
maju vyznamy podiel aj endogénne faktory, z ktorych niektoré
mozu byt u pacienta geneticky determinované. Endogénne fakto-
ry ako ich uloha pri humoralnej odpovedi vo¢i rIFN-a 2 je v po-
rovnani s exogénnymi faktormi ovela menej definovana.

Rasa. Incidencia terapiou indukovanych protilatok voci rIFN-
O 2 nezavisi napr. od veku a pohlavia, ale rasova prislusnost sa uz
zdé predispoziénym faktorom. Cinski pacienti s chronickou he-
patitidou B vytvarali neutraliza¢né protilatky voci rIFN-a 2a Cas-
tejsie ako kaukazski pacienti (Lok a spol., 1990).

Genotyp hlavného histokompatibilného komplexu (HHK).
Tvorbu protilatok voc¢i ludskému IFN-a 2 ovplyviiuje u mysi aj
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genotyp HHK (Palleroni a spol., 1997). Ci genotyp HHK ma po-
dobny efekt aj u Tudi lieCenych rekombinantnym IFN, sa dosial
nestudovalo.

Ochorenie. Vo vztahu k lieCenym ochoreniam sa anti-IFN-a
2 protilatky pozorovali u pacientov s leukémiou, lymfémom ale-
bo melandomom zriedkavejsie ako u pacientov s karcindmom ob-
liciek (Itri a spol., 1989). Onkologicki pacienti odpovedaju na
rIFN-a 2 menej ¢asto ako pacienti s virusovymi ochoreniami (Ja-
cobs a spol., 1989).

Autoprotildtky vo¢i IFN. Nepatrna hladina autoprotilatok voci
IFN-a, ako aj proti inym [udskym cytokinom sa pravdepodobne
vyskytuje aj u zdravych jedincov (Ross a spol., 1990). O takychto
protilatkach sa predpoklada, ze mézu mat fyziologicky regulaény
efekt (Bendtzen a spol., 1990). Zvysena hladina IFN-a 2 po po-
dani exogénneho rIFN-a 2 by potom mohla u ¢loveka navodit fy-
ziologicku reakciu s cielom obnovit v naruSenit homeostazu cy-
tokinovej siete. Takato imunitna odpoved by sa u niektorych pa-
cientov v podmienkach organizmu oslabeného chorobou mohla
prejavit extrémnym zvySenim produkcie autoprotilatok voci IFN-
a2.

Alternativa lie¢by rIFN-a 2

U pacientov s vysokou hladinou neutralizacnych protilatok
voci rIFN-0 2 nie je pokracovanie v lie¢be s rovnakym typom
preparatu vhodné. Navyse protilatky indukované jednym subva-
riantom reaguju aj s ostatnymi subvariantmi IFN-a 2. Ukazalo sa,
ze takito pacienti boli uspesne lieCeni prirodzenym (leukocyto-
vym, lymfoblastoidnym) Tudskym IFN-a (Casato a spol., 1991;
von Wussow a spol., 1991), ktory takmer nenavodzuju tvorbu neu-
traliza¢nych protilatok. Prirodzeny IFN-a, ktory je zmesou ho-
molégnych subtypov, méze byt menej imunogénny ako rekombi-
nantny protein, pretoze ziaden z tychto subtypov sa nevyskytuje
v takej koncentracii ako rekombinantny IFN-a 2, ked sa podava
samostatne (Finter, 1991).

Zaver

Rekombinanty Tudsky IFN-a 2 sa uspe$ne vyuziva pri liecbe
hematologickych malignit a lymfomov, ako aj virusovych hepati-
tid Ba C. Jednym z nezelanych vedlajsich uc¢inkov rIFN-a 2 byva
jeho imunogénnost, ktord méoze znizit teraputicky potencial tohto
lie¢iva. Tvorba protilatok voci rIFN-a 2 u cloveka je komplexny
proces, na ktorom sa zucastiiuje viacero vzajomne sa ovplyviuji-
cich ¢initelov. Faktory podmienujuce humoralnu odpoved voci
rekombinantnému homoldgu [udského IFN-a 2 neboli dosial jed-
noznacne urc¢ené. Vo vSeobecnosti rozpoznavame dve skupiny tych-
to faktorov — exogénne a endogénne (fyziologicky stav organiz-
mu). Exogénne faktory ur¢uju mieru Strukturnej odlisnosti rekom-
binantného proteinu od prirodzeného IFN-a 2. Ich pdsobenie pri
tvorbe terapiou indukovanych protilatok mézeme obmedzit vybe-
rom vhodného subvariantu rIFN-a 2, spravnym skladovanim pre-
paratu, ako aj rezimom podavania. Na druhej strane dnesny stav
poznania endogénnych faktorov, ktoré posobia na urovni pacien-
tovho organizmu, eSte neumoziuje navrhnut uc¢inné spdsoby ich
eliminicie.”

* Praca bola podporena Grantovou agentirou pre vedu (grant ¢. 2/503
998 a 5305/005).
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MY plnok pri chorobach pecene, ¢i traviaceho

traktu. Autori v predloZenej publikécii pri-

blizili dant problematiku doslova “up-to-date”, zoznamuju Citate-

la s najnovs§imi liecebnymi (endoskpopické a laparoskopické vy-

kony, litotrypsia a disolucia kamenov) a diagnostickymi postup-

mi (pocitaova tomografia, magnetickd rezonancia, endoskopia).

V knihe sa odrdzaju klinické sktsenosti s uvedenou problemati-

kou z I. internej kliniky a I. chirurgickej kliniky 1. LFUK v Prahe.

Kniha prof. MUDr. Marie Brodanovej,
DrSc., reaguje na skutocnost, Zze napriek
tomu, Ze pacientov s ochorenim zZl¢éniku a zI-
covych ciest je pomerne vela, Ze prave s ty-
mito ochoreniami sa velmi ¢asto stretavaju
prakticky vsetci lekari, odborna literatura
(véitane velkych monografii) sa tomuto
problému venuje len skromne, skor ako do-

Autori v tivode publikdcie priblizuju anatomické a fyziolo-
gické poznatky o stavbe a funkecii ZI¢nika, funkcii zvieracov, ulo-
he a tvorbe zl¢e. Po vysetreni zIéniku a zl¢ovych ciest nasleduje
kapitola cholestaza, dalej vrodené anomalie ZI¢nika a zl¢ovych
ciest a rozsiahla kapitola cholelitidza. Dalej nasleduju kapitoly
o zapalovych ochoreniach (cholecystitida, cholangitida, primarna
sklerotizujuca cholangitida), komplikacie ochoreni ZI¢nika a zI-
Covych ciest, nadorové ochorenia, bilidrna dyskinéza a postcho-
lecystektomicky syndréom. V $pecialnej ¢asti su podrobne uvede-
né diagnostické a lieCebné pristupy (farmakologicka a chirurgic-
ka liecba). Za kazdou kapitolou je vybrana odporucena literatura.
Publikdcia je spracovand modernym spdsobom, mnozstvo obra-
zov a tabuliek vhodne dopiia textové informacie. V zévere knihy
je prehladny vecny index.

Knihu odporu¢ame do pozornosti nielen internistom a chi-
rurgom, ale vSetkym praktickym lekdrom, ktori sa s velkou sku-
pinou pacientov s ochoreniami zI¢nika a zl¢ovych ciest stretaju
ako prvi a poskytujui im prvé oSetrenie a usmernenie.

M. Bernadic



