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Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr Magdaleny Skubiszewskiej pt.

”Badania wybranych zwigzkéw o potencjalnym dziataniu farmakologicznym w
zaburzeniach funkcjonowania uktadu nerwowego” wykonanej pod kierunkiem dr hab.
Alicji Nowaczyk, prof. UMK i dr. Lukasza Fijalkowskiego /promotor pomocniczy/ na

Wydziale Farmaceutycznym Collegium Medicum w Bydgoszczy, Uniwersytet im.

Mikolaja Kopernika w Toruniu

Przekazana mi do oceny rozprawa doktorska mgr Skubiszewskiej dotyczy bardzo
dynamicznie rozwijajacego si¢ W ostatnich latach kierunku badan okre$lanego mianem
farmakologii bezpieczenstwa (safety pharmacology). Dostarczenie danych o dziataniach
niepozadanych lekow, w tym szczegdlnie okreslenie mechanizmow dziatan niepozadanych, jest
szalenie istotne w planowaniu i opracowywaniu nowych strategii badawczych. W Stanach
Zjednoczonych zasady bezpieczenstwa stosowania lekéw sa okre$lone oraz weryfikowane
przez Agencje ds. Zywnoéci i Lekéw (Food and Drugs Administration, FDA), za$ w Europie
nadzorem i monitorowaniem bezpieczenstwa farmakoterapii zajmuje si¢ Europejska Agencja
Lekéw (EMA). Polskim odpowiednikiem tej ostatniej jest Urzad Rejestracji Produktow
Leczniczych (URPL). Wymienione instytucje wydaja pozwolenia dopuszczajace do obrotu
srodki lecznicze oraz weryfikuja spetnienie zasad bezpieczenstwa lekow juz zatwierdzonych
i dopuszczonych do lecznictwa.

Przedmiotem badan mgr Skubiszewskiej prowadzonych w ramach pracy doktorskiej byty
dwa znane leki tiagabina (TGB) i paroksetyna (PRX) uzywane w terapii zaburzen osrodkowego
uktadu nerwowego. Wybor padt na wymienione leki — jak rozumiem - z uwagi na nie do konca
zdefiniowany mechanizm modulacji uktadu nerwowego przez te substancje. Ponadto w
odniesieniu do tiagabiny z danych literaturowych wynika, ze u okoto 1% pacjentow, ktorym

lek podawano, pojawiato si¢ dziatanie uboczne w postaci tachykardii (czgstoskurczu serca).
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Tematyka pracy Doktorantki wpisuje si¢ w nurt badan naukowych prowadzonych przez
promotora pracy dr hab. Alicj¢ Nowaczyk, prof. UMK z Katedry Chemii Organicznej Wydziatu
Farmaceutycznego Collegium Medicum w Bydgoszczy, Uniwersytet im. Mikotaja Kopernika
w Toruniu.

W badaniach dotyczacych tiagabiny mgr Skubiszewska dokonata oceny mozliwoS$ci
wywotania tachykardii przez lek wskutek interakcji tiagabiny z kanatami jonowymi Ky11.1,
Nav1.5, Cavl.2, majacymi decydujacy wplyw na ryzyko pojawienia si¢ arytmii.

W przypadku paroksetyny Doktorantka przeanalizowata wplyw leku na poziom
neuroprzekaznikow kluczowych w wystepowaniu depresji, to jest serotoniny (SER),
noradrenaliny (NE), dopaminy (DA) oraz dodatkowo kwasu y-aminomastowego (GABA), a to
z uwagi na nie do konca wyjasniony mechanizm dziatania neurogennego paroksetyny w
centralnym uktadzie nerwowym.

Badania obydwu wymienionych wyzej lekow Doktorantka przeprowadzita metodami in
silico, za$ walidacje uzyskanych wynikdw testami in silico, in vitro oraz in vivo na szczurach.
Praca zostata wykonana we wspotpracy z innymi osrodkami naukowymi, to jest z Katedra
Farmakologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie i Katedra
Projektowania Lekow i Farmakologii Wydzialu Zdrowia i Nauk Medycznych Uniwersytetu
Kopenhaskiego.

Na prace doktorskg mgr Skubiszewskiej sktada si¢ zbior spojnych tematycznie 4 publikacji
wydanych drukiem w recenzowanych czasopismach naukowych, trzy w International Journal
of Molecular Sciences w latach 2020-2021, jedna w Molecules w roku 2021. Obydwa
czasopisma znajdujg si¢ na ,,Liscie Filadelfijskiej”. Laczna warto§¢ wspotczynnika wptywu
(ang. impact factor) wynosi 23,267, za$ liczba punktow MEIN 560. We wszystkich
4 publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem. Fakt ten oraz dodatkowo zataczone
o$wiadczenia wspotautorow wskazuja jednoznacznie, iz mgr Skubiszewska jest réwniez
gléwnym wykonawcg prac. Do odbitek publikacji, stanowigcych podstawe postepowania
doktorskiego mgr Skubiszewska dotagczyla komentarz w jezyku polskim obejmujacy 54 strony
maszynopisu.

Wyniki badan odnoszace si¢ do leku tiagabina Doktorantka przedstawita w publikacjach
pt. ,,Kv11.1, Nav1.5 and Cav1.2 transporter proteins as antitarget for drug cardiotoxicity” oraz
“Antiepileptic drug tiagabine does not directly target key cardiac ion channels Kv11.1, Nay1.5
and Cav1.2”, pierwsza wydrukowana w czasopismie naukowym International Journal of
Molecular Sciences, druga w czasopismie Molecules. Pierwsza publikacja o charakterze
pogladowym stanowi projekt badawczy wzbogacajacy i systematyzujacy wiedz¢ na temat
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szeroko rozumianej farmakologii bezpieczenstwa. Doktorantka opisata w niej w oparciu o 121
pozycji literaturowych przeglad badan kardiotoksycznos$ci lekow oraz zebrata najwazniejsze
informacje na temat struktury i roli kanatéw jonowych obecnych w sercu, jak réwniez
mechanizméw ich dziatania oraz inhibicji. Duzo miejsca Autorka poswiecita kanatom
jonowym potasowym (VGKCs), wapniowym (VGCaCs) i sodowym (VGNaCs) bramkowanym
napi¢gciem (VGICs, ang.. Voltage-Gated lon Channels). Pracg zakonczyla rozdzialem
zatytulowanym “’In Silico Methods Testing the Risk of Cardiotoxicity”, w ktorym przedstawita
technike dokowania molekularnego, okre$lajac ja jako jedng z najpopularniejszych
i najdoktadniejszych metod in-silico, pozwalajacych przewidzie¢ wigzanie czgsteczki leku
z biatkiem kanatlu jonowego oraz sposob, w jaki lek wigze si¢ z miejscem aktywnym biatka.
Publikacja pogladowa dowodzi dobrego przygotowania teoretycznego Doktorantki do
przeprowadzenia w sposéb kompetentny i wiarygodny badan dla leku tiagabina, ktérych wyniki
Autorka zawarta w osobnej publikacji pt. “Antiepileptic drug tiagabine does not directly target
key cardiac ion channels Ky11.1, Nav1.5 and Cay1.2”

Z literatury przedmiotu wynika, ze stosowanie przez pacjentow chorych na epilepsje leku
przeciwdrgawkowego tiagabina obarczone jest ryzykiem pojawienia si¢ u nich dziatania
ubocznego w postaci tachykardii. Co wazne, mechanizmy lezace u podstaw tego dziatania
kardiotoksycznego pozostaja dotad nieznane. Poniewaz zaburzenie rytmu pracy serca jest
najczesciej powodowane uposledzeniem funkcji kanatow jonowych, Doktorantka w swoich
badaniach przeprowadzonych in silico dokonata analizy interakcji pomigdzy tiagabing
i ludzkimi kanatami jonowymi hKyv11.1, hCav1.2 i hNav1.5, majacymi decydujgcy wptyw na
ryzyko wywotania arytmii. W obliczeniach Doktorantka wykorzystata jako zwigzki referencyjne
trzy leki terfenadyne (TEF), batrachotoksyne (BTX) i nifedyping (NFD), wszystkie
charakteryzujace si¢ duzym powinowactwem do wymienionych wyzej kanatéw jonowych.
Badania polegaly na przeprowadzeniu dokowania molekularnego za pomocg programow
AutoDock 4.2 i AutoDockTools. Dla celéw obliczeniowych modele 3D protein hNav1.5
i hCav1.2 Doktorantka pozyskata z bazy Swiss Model Repository (SMR), za$ rozwigzang
struktur¢ rentgenograficzng modelu proteiny hKy11.1 pobrata z Research Collaboratory for
Structural Bioinformatics (RCSB) Protein Data Bank (PDB). Struktury tiagabiny oraz
zwigzkow referencyjnych terfenadyny, batrachotoksyny i nifedypiny zostaty pozyskane z bazy
ZINC.

Uzyskane przez Doktorantke metodami chemii obliczeniowej wartosci energii
kompleksow tiagabiny oraz zwigzkow referencyjnych z modelami ludzkich kanatéw jonowych

hKv11.1, hCav1.2 i hNav1.5 oraz obliczone warto$ci pKi mniejsze od wartosci progowej (< 4)
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pokazaly, ze mechanizmy lezace u podstaw czestoskurczu u pacjentéw leczonych tiagabing
wydaja si¢ nie mie¢ zwigzku z wptywem tego leku na wymienione kanaty jonowe serca.

Badania walidacyjne Doktorantka przeprowadzita metodami in silico oraz in vivo.
W pierwszym przypadku wyniki otrzymane metoda dokowania molekularnego tiagabiny
poréwnata z wynikami uzyskanymi dla kompleksow kontrolnych, w ktérych role liganda
petity leki progabid (PRG) i kwas acetylosalicylowy (ASA), obydwa niewykazujace
powinowactwa do kanaléw jonowych hNavl.5, hCav1.2 i hKvl1.1. Przy wyborze zwigzkdéw
kontrolnych Doktorantka kiecrowata si¢ ich chemicznym i biologicznym podobiefstwem do
tiagabiny. Badania poréwnawcze potwierdzily, ze obydwa zwigzki kontrolne sg dla
wymienionych biatek nieaktywnymi ligandami oraz ze obliczone wartoSci energii wigzania
(Eg) i parametru pK; dla utworzonych komplekséw kontrolnych i komplekséw z udziatem
tiagabiny sg zblizone.

Badania tiagabiny in vivo Doktorantka przeprowadzita we wspolpracy z Katedrg
Farmakologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. Dotyczyly one
oceny wplywu potencjatu proarytmicznego tiagabiny na prawidlowy zapis elektrokardiogramu
(EKG) u szczuréw. W otrzymanym zapisie analizowano zaburzenia odcinkéw potencjatu
czynnosciowego serca po podaniu leku. Badania wykazaly, ze zastosowanie nawet wysokich
dawek tiagabiny nie zmienia w sposob znaczacy zapisu EKG. Brak obserwacji wydtuzenia
odstepu QT sugeruje, ze tiagabina nie powoduje repolaryzacji serca i prawdopodobnie nie
blokuje pradow Ikr. Z kolei brak odstepu PQ oraz brak poszerzenia QRS odzwierciedla
spowolnienie przewodzenia i zaburzenia w depolaryzacji komor serca zwykle powodowane
blokada Ina. Poczynione obserwacje pozostaja w zgodzie z wynikami dokowania
molekularnego, ktére wykazaty, ze tiagabina nie wigze si¢ z kanatami jonowymi Kyv11.1
(hERG) i Nav1.5 bramkowanymi napigciem serca. Mozliwos¢ blokowania trzeciego kanatu
jonowego, to jest Cav1.2 przez tiagabing Doktorantka badata na izolowanej aorcie szczura
skurczonej depolaryzujacym roztworem KCI. Skurcz spowodowany wzrostem stezenia
pozakomorkowego potasu, prowadzi do depolaryzacji btony, co sprzyja zwiekszeniu naptywu
wapnia ze zrddel pozakomodrkowych obejmujacych zalezne od napigcia kanaty wapniowe
Cavl.2. Przeprowadzone badania wykazaly, ze tiagabina w badanym zakresie stezen nie
rozluzniania pier$cieni aorty, CO oznacza, ze W tych warunkach nie wykazuje wtasciwosci
blokujacych kanaly wapniowe zalezne od napigcia.

Wyniki badan odnoszacych sie¢ do drugiego leku, to jest paroksetyny, mgr Skubiszewska
zawarta w publikacjach pt. ” Paroxetine — Overview of the Molecular Mechanisms of Action”

oraz “’Assessment of Paroxetine Molecular Interactions with Selected Monoamine and
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y-Aminobutyric Acid Transporters”, obydwu wydrukowanych w czasopismie naukowym
International Journal of Molecular Sciences. Warto przypomnie¢, ze lek paroksetyna nalezy
do grupy selektywnych inhibitorow zwrotnego wychwytu serotoniny (SSRI) i jest stosowany
w leczeniu zaburzen lekowych, depresyjnych, obsesyjno-kompulsywnych, w terapii stresu
pourazowego i objawow naczynioruchowych. Wykorzystuje si¢ go réwniez w praktyce
klinicznej lekdéw poza wskazaniem terapeutycznym (off-label) u dzieci i mtodziezy.

W pierwszej publikacji o charakterze pracy pogladowej, Autorka przedstawila w oparciu
0 153 doniesienia literaturowe najwazniejsze informacje dotyczace budowy chemicznej
paroksetyny, jej zastosowania w lecznictwie oraz farmakodynamiczng analiz¢ mechanizmu
oddziatywania leku z ré6znymi celami terapeutycznymi na poziomie molekularnym, takimi jak
cytochromy P450, w tym szczegdlnie izoenzymy CYP2D6, CYP2B6 i CYP2B4, transportery
monoamin (MAT), kinaza receptora sprzezonego z biatkiem G (GRK?2), kinazy tyrozynowa
(KIT) i Janus (JAK) oraz wirus Ebola (EBOV). Praca pogladowa stanowi dobrg podstawg
teoretyczng i pokazuje dobre przygotowanie Doktorantki do przeprowadzenia badan opisanych
w drugiej z wymienionych wyzej publikacji, ktorej celem byto uzyskanie odpowiedzi na
pytanie o mozliwo$¢ dziatania paroksetyny w mechanizmie neurogennym. Na ten mechanizm
dziatania paroksetyny moze bowiem wskazywaé obserwacja, ze po podaniu leku poziom
serotoniny w organizmie znacznie wzrasta juz po kilku minutach, podczas gdy jego dziatanie
przeciwdepresyjne pojawia si¢ znacznie pozniej, bo dopiero po kilkunastu dniach leczenia.
Mechanizm dziatania paroksetyny nie zostat dotychczas w petni poznany. Niemniej w $wietle
aktualnych danych literaturowych przyjmuje si¢, ze inicjuje go wzrost stezZenia
neuroprzekaznikow w mozgu. Z tego wzgledu mozna oczekiwac, ze leki stosowane w
farmakoterapii chorob o etiologii wynikajgcej z obnizonego poziomu neuroprzekaznikow przy
udziale podstawowych mediatorow (SER, NE, DA, GABA) w ukfadzie nerwowym moga
uczestniczy¢ w mechanizmie neurogennym. Idea badan podje¢tych przez Doktorantke byta
analiza interakcji pomig¢dzy paroksetyng a ludzkimi transporterami monoamin (hMAT: hSERT,
hDAT, hNET) i kwasu y-aminomastowego (hGAT: hGAT1-3, hBGT1) na poziomie
molekularnym, ktorych hamowanie jest kluczowe dla zwigkszenia poziomu podstawowych
neuroprzekaznikow w mozgu. W tym miejscu wato zauwazy¢, ze paroksetyna nie byla
wczesniej poddawana tego rodzaju analizie. Przeprowadzone przez Doktorantke badania in
silico mozna podzieli¢ na dwa etapy. Pierwszy etap dotyczyt analizy poréwnawczej struktury
przestrzennej ligandow i transporteréw biatkowych, drugi natomiast oddzialywan pomiedzy

czasteczkami ligandu i bialka transportowego, ze szczegdlnym uwzglednieniem wigzan



wodorowych. W badaniach interakcji ligand — transporter biatkowy uwzgledniono dodatkowo
serotoning, dopaming, noradrenaling, kwas y-aminomastowy, stuzace jak zwigzki odniesienia.
Struktury przestrzenne ligandow Doktorantka pobrata z bazy ZINC. Ich optymalizacji dokonata
z wykorzystaniem programu Gaussian 09 i metody DFT/B3LYP w bazie 6-311+G(d,p) z woda
jako rozpuszczalnikiem w modelu PCM. Modele biatkowych transporterow Autorka pozyskata
z ogolnodostepnych baz naukowych. Rentgenograficzng struktur¢ biatka hSERT pobrata
z RCSB Protein Data Bank (PDB). W obliczeniach dla pozostatych transporteréw biatkowych,
z uwagi na brak ich struktur rentgenograficznych, Doktorantka wykorzystata homologiczne
modele biatek dostepne w bazie Swiss-Prot. Proces dokowania ligandéw do celéw
terapeutycznych przeprowadzita Ona za pomoca programoéw obliczeniowych AutoDock 4.2
I AutoDockTools.

Uzyskane przez mgr Skubiszewska wyniki badan molekularnych pokazaty, ze paroksetyna
tworzy najbardziej stabilny kompleks z biatkiem transportowym serotoniny (hSERT).
Z pozostatymi transporterami monoamin (MATs) lek ten réwniez wchodzi w interakcje, jednak
potaczenia sg zdecydowanie mniej stabilne. Jeszcze mniejszg trwatoScig, charakteryzuja si¢
oddzialywania paroksetyny z transporterami kwasu y-aminomastowego. Poczynione
obserwacje pozwolily Autorce wysung¢ wniosek, ze mechanizm neurogenny dziatania
paroksetyny winien by¢ zdeterminowany gléwnie hamowaniem miejsca aktywnego
transportera serotoniny. Niska sita hamujgca paroksetyny na izoformy ludzkiego transportera
kwasu y-aminomastowego hGAT1 i hGAT3 poddaje w watpliwo$¢ inicjacj¢ neurogenezy w
mozgu poprzez inhibicj¢ tych transporterow. Tym niemniej obserwowane interakcje
paroksetyny z ludzkim transporterem kwasu y-aminomastowego mozna wykorzysta¢ jako
punkt wyjscia dla zaprojektowania pochodnych paroksetyny tworzacych silniejsze potaczenia
z izoformami ludzkiego transportera GABA.

Dla weryfikacji inhibicji wychwytu zwrotnego GABA ze szczeliny synaptycznej
Doktorantka przeprowadzila testy farmakologiczne. Przeprowadzita je na liniach
komorkowych jajnika chomika chinskiego. Badania wykazaly wysoka ekspresj¢ izoform
transportera kwasu y-aminomaslowego (GAT’s). Najwyzsze warto$ci parametru ICso,
wyrazajacego aktywnos¢ hamujaca paroksetyny na hGAT1-3 i hBGT1, Autorka odnotowata
dla transporterow hGAT1 i hGAT2. Uzyskane wyniki badan in vitro okazaty si¢ zgodne
z wynikami uzyskanymi technikami obliczeniowymi.

Wyniki badan uzyskane w ramach pracy doktorskiej mgr Skubiszewska zaprezentowata
w formie komunikatu ustnego na konferencjach naukowych w Gdansku (2018), w Toruniu

(2020) i w Krakowie (2021), a takze w formie plakatu na 23 konferencjach naukowych, m. in.
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w Gdansku (2018), w miejscowosci Bachotek (2019), w Bydgoszczy (2021), w Krakowie
(2021), w Lodzi (2020, 2021), w Poznaniu (2019) oraz Toruniu (2019-2021). Badania byly
czesciowo finansowane przez NCN w ramach grantu UMO-2015/17/B/NZ7/02937 oraz ze
srodkow Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w ramach grantu z programu EIRU pt. EI DEBUTS
“Finding and understanding mechanisms of action of selected compounds active on central
Nervous system monoamine transporters”.

Badania prowadzone przez mgr Skubiszewska posiadaty charakter interdyscyplinarny.
Dlatego tez wymagaly oprécz inicjatywy badawczej i duzej samodzielnosci, roéwniez
umiejetnosci wspdlpracy z roéznymi jednostkami naukowymi. Nawigzanie wspotpracy
z Katedrg Farmakologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie,
Katedrg Projektowania Lekéw i1 Farmakologii Wydziatu Zdrowia i Nauk Medycznych
Uniwersytetu Kopenhaskiego. Centrum Bioinformatyki Uniwersytetu w Hamburgu oraz FQS
Poland (Fujitsu Group) pokazato, ze mgr Skubiszewska umiejetnosciami takimi dysponuje.

Pozostaty dorobek Doktorantki wprawdzie nie podlega ocenie, to jednak warto odnotowac,
ze jest znaczacy. Obejmuje on bowiem siedem prac oryginalnych, w ktérych Doktorantka jest
dwukrotnie pierwszym 1 trzykrotnie drugim autorem. raczna wartos¢ wspotczynnika
oddziatywania (IF) wynosi 14,314, za$§ liczba punktow MEIN 419. Doktorantka
wspotuczestniczyta w opracowaniu trzech monografii. W latach 2018 — 2022 brata czynny
udziat w licznych konferencjach krajowych, na ktérych przedstawita 22 komunikaty naukowe
w formie posteru oraz kilka komunikatéw w formie ustnej. Niestety nie moge poda¢ liczby
wystgpien ustnych Doktorantki z uwagi na brak zaznaczenia w wykazie ,,Udzial w
konferencjach i zjazdach” osoby prezentujacej material komunikatu.

Z obowiazku recenzenta pozwol¢ sobie na zadanie pytan jakie nasunety mi si¢ podczas
zapoznawania si¢ z lekturg pracy doktorskie;j:

» co miala Pani na mysli umieszczajac w tytule pracy ,,Badania wybranych zwigzkow
o potencjalnym dziataniu farmakologicznym w zaburzeniach funkcjonowania uktadu
nerwowego” stowo "potencjalny’,

» w publikacji, w ktorej dokonata Pani oceny mechanizmu aktywacji neurogenezy
wywotanej lekiem paroksetyna, w pierwszym etapie badan dokonata Pani analizy
poréwnawczej struktury przestrzennej ligandoéw i transporterow biatkowych, stwierdzajac
na stronie 124 publikacji, iz przyjmuja one bardzo podobne konformacje w miejscu
docelowym biatka; czy rzeczywiscie podane warto$ci odchylenia $redniej kwadratowe;j

(RMSD) mieszczace si¢ w przedziale 0,1 — 1,5 swiadczg o daleko idgcym podobienstwie?



> jaki mialo sens poréwnywanie aktywnosci enancjomeréw R- i S-tiababiny, skoro dla
obydwu logarytm stalej inhibicji (pK;) polaczen R/S-tiagabiny ze wszystkimi testowanymi
kanalami przyjmuje warto$¢ ponizej istotnego progu inhibicji (pKi < 4)?
Komentarz do publikacji pod wzgledem redakcyjnym zostat poprawnie opracowany.
Chociaz podczas zapoznawania si¢ jego lekturg stwierdzitem
- niemalg liczbe bledow literowych;

- niezrecznosci jezykowe (przyklady, str. 13: ...natomiast mozliwo$¢ interakcja pomiedzy

PRX a hGATs jest na nizszym poziomie...; str. 14: niezamierzone dziatania

farmakologiczne substancji wywierajgce zaburzenia funkgcji...; str. 53...pacjenci cierpigcy

na epilepsje majg zwiekszone prawdopodobienstwo zapadania na choroby...).

Przedstawione uchybienia nie wplywajg jednak na mojg pozytywna wysoka oceng pracy.

Podsumowujgc stwierdzam, ze oceniana praca doktorska Pani mgr Magdaleny Skubiszewskiej
$wiadczy o dobrym przygotowaniu Doktorantki do prowadzenia badan w zakresie chemii
obliczeniowej. Autorka umiejetnie korzysta ze specjalistycznych programéw komputerowych
stosowanych w obliczeniach teoretycznych. Jednocze$nie swobodnie operuje Ona terminologig
z zakresu farmakologii, biologii i krystalografii biatek. Uwazam, ze recenzowana praca spetnia
wymagania prawne w Ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce
(Dz. U. 2018 poz. 1668 z p6ézn. zm.) oraz wnioskuje o dopuszczenie mgr Magdaleny

Skubiszewskiej do publicznej obrony oraz o wyrdznienie pracy stosowng nagroda.


Andrzej
Stempel
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