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SICAN DORSAL KOK GANGLION SINiR HUCRE KULTURU HUCRE iCi KALSiYUM
DEPOLARINA KAFEININ ETKISINDE PERTUSSIS TOKSIN DUYARLI

G-PROTEINLERIN ROLU
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The Effects Of Pertussis Toxin-Sensitive G-proteins on Actions of Caffeine on Intracellular Cal-
cium Stores in Cultured Rat Dorsal Root Ganglion Neurones

SUMMARY

We have investigated the effects of pertussis toxin (PTX) pre-trecatment on the effects of caffeine on
intracellular Ca®* stores in cultured rat dorsal root ganglion (DRG) neurones by whole-cell patch-clamp
technique. Voltage-activated Ca®* currents and Ca**-activated chloride and non-selective cation currents
were isolated pharmacologically. The Ca®*-activated chloride and non-selective cation currents were used as
indicators of raised free intracellular Ca** close to the cell membrane. When DRG cells were voltage
clamped at ~90 mV, extracellular application of caffeine (1 mM) activated inward currents in 34 out of 37
cells studied, with a mean peak amplitude and mean delay of -1.3340.12 nA and 278%12 s (n=8),
respectively, The caffeine-induced responses were persisted when Ca®* was removed from extracellular
recording medium, and the mean peak amplitude was ~1.2740.11 nA (n=7) and the mean delay from
application of caffeine to the activation of first response was 29819s (n=7). The caffeine response was
abolished by ryanodine (10 pM, n=5), applied intracellularly, but not by its inactive analogue,
anhydroryanodine (100 uM, n=7). Intracellular application of Ca®* chelator 1,2-bis-(O-aminophenoxy)
ethane-N,N,N',N'-tetraacetic acid, tetraacetoxymethyl ester (BAPT. 'A-AM) also diminished the caffeine-
induced inward currents (n=>5). But, pre-treating the cultures with PTX for 3-8 hours did not effect the
responses to caffeine (n=12). These observations strongly suggest that caffeine causes release of intracellular
Ca?* in cultured DRG neurones from neonatal rats by a mechanism independent of PTX-sensitive guanine
nucleotide binding protein. :
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OZET

Bu galigmada tiim hiicre diyaliz patch kenetleme teknigini kullanarak yeni dogan siganlardan kiiltiirii
yapilmug dorsal kok gangliyon (DKG) sinir hiicrelerini pertussis toksin (PTX) ile 3-8 saat 6n muamele ede-
rek kafeinin bu hiicrelerin hiicre igi Caz*-depolanndan Ca®* saliverigine etkisini inceledik. Voltaj-bagimlh
Ca?* alamlan ve Ca**-bagimh klor ve non-selektif katyon akimlan farmakolojik olarak izole edildi. Ca®'-
baginmh klor ve non-selektif katyon akimlan hiicre membranina yakin bglgelerde hiicre i¢i serbest Ca®
miktanndaki artigin indikatérii olarak kullanildi. DKG hiicreleri ~90 mV’ta voltaj kenetlendiginde, kafeinin
(1 mM) hiicre di§ina uygulanmasi galisilan 37 hiicrenin 34’tinde sirasiyla ortalama 278+12 sn (n=8) gecik-
me ile ortalama pik amplitiiti -1.33+0.12 nA (n=8) olan ige yonelik membran akimlan aktive etti.
Ekstraselliiler kayit soliisyonundan Ca* uzaklagtinldiginda da gozlenen kafeinin indiikledigi ice yonelik
membran akimlarinin ortalama pik amlitiitii —1.2740.11 nA (n=7) ve kafein uygulamasindan kafeine ilk
cevabin ortaya ¢ikmasina kadar gegen ortalama siire 29849 sn (n=7) olarak belirlendi. Kafeine cevaplar
intraselliiller uygulanan ryanodin (10 pM) ile onlendi (n=5), fakat ryanodinin inaktif analofu olan
anhidroryanodin (100 pM) bu cevaplan &nleyemedi (n=7). Ca®* selatorii 1,2-bis-(O-aminophenoxy)ethan-
N,N,N',N'-tetraasetik asit, tetraasetoksimetil ester (BAPTA-AM) intraselliller uygulandifinda kafeinin in-
dikledigi ice yonelik akimlan 6nlendi (n=5). Fakat, killtiire hiicrelerin 3-8 saat sireyle PTX ile 6n mua-
meleye tabi tutulmas: kafeine cevaplan etkilemedi (n=12). Bu bulgular kafeinin DKG hilcre kiltiriinde
PTX duyarh G-proteinlerinden bagimsiz bir mekanizma ile hiicre i¢i depolardan Ca®* saliverilmesine yol
agtifini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kafein, Pertussis toksin, ryanodin, duyusal néron, patch kenetleme

Scanned by CamScanner



GIRis

Noronal hiicrelerde hiicre igi serbest Ca**
miktarindaki, [Ca®'}, artig aralaninda vezikiiler
norotransmitter saliverilmesi, sinaptik plastisite,
enzim aktivasyonu, nérit biiyiimesi, Ca**, K* ve CI
akimlanmn direk veya indirek modiilasyonu ile
uyanlabilmenin kontrolii, gen ekspresyonu, prog-
ramlanmus hiicre 8liimiiniin de yer aldig gok gesitli
hiicresel fizyolojik ve patofizyolojik olaylanin kont-
roliinde anahtar rolii oynar (1).

_ Noronlarda hiicre igi serbest Ca®* miktan
artiglan ya hiicre digindan voltaj kenetli Ca®* ka-
nallan (2) ve reseptor kenetli Ca®* kanallan araci-
g ile (3) Ca® girisi ya da hiicre igi Ca®* depola-
nndan Ca®* saliverilmesi ile (4) gerceklesir. Hiicre
i¢i Ca® depolan farmakolojik &zelliklerine gére
inozitol 14,5 trifosfat (IP;) duyarh ve
ryanodin/kafein duyarli olmak iizere en az iki alt
tipe aynhr. Bu hiicre i¢i Ca®* depolan farkh hiic-
relerde bulunabildikleri gibi aym hiicrede her iki
tip ayru zamanda birlikte de bulunabilir. Bu yapilar
aktif olarak depoladiklan Ca®*u uygun uyanm
geldiginde IP; ve ryanodin reseptorleri ile kenetli
olan hiicre i¢i Ca®* saliverilme kanallanmn agl-
masiyla sitoplazmaya serbest birakabilirler. Iskelet
kaslan ve diiz kaslarda hiicre igi Ca* depolan
baglica IPs, ryanodin ve kafeine duyarhilik géster-
mesine ragmen, noronlarda hiicre i¢i Ca®* depolan
cesitli farmakolojik ajanlara duyarlilik gosterir.
Sigan DKG hilcrelerinde ryanodin duyarhi depola-
nn aym zamanda kafein, sifingolipidler ve siklik
ADP-riboza duyarli oldugu belirlenmistir (5, 6).

Kafeinin iskelet ve kalp kas1 hiicrelerindeki
Ca®* saliverici etkisi uzun zamandan beri bilin-
mektedir ve farmakolojik 6zellikleri ile kinetigi
detayl: olarak ortaya konmustur (7, 8).

Bu galismada sigan DKG hiicrelerinde kafein
ve ryanodin Ca’*-saliverilme kanallarim aktive

etnek ve bloklamak icin farmakolojik ajan olarak
kullamidi.

Kafeinin aralannda gegsitli tip santral néron-
lar (9), sempatik néronlar (10) ve duyusal noronla-
nn (11) da bulundugu pek g¢ok noronal
preparatlarda hiicre igi depolardan Ca®* saliveril-
mesine yol agtify bildirilmigtir. Fakat, néronal
preparatlarda kafein duyarh hiicre igi Ca®* depola-
nimun Szellikleri ve rolii tam olarak anlagilamammg-
tir. Bu ¢aliymanin amaci sigan DKG hiicrelerinde
hiicre i¢i depolardan kafeinin indiikledigi Ca®*
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saliverilmesinin pertussistoksine (PTX) duyarhli-
g1 belirlemekti.

MATERYAL VE METOT

Primer Hiicre Kiiltiirii: Bu amagla, 1-2
giinliik Wistar ratlan dekapite edilerek spinal kord
aynld1 ve dorsal kok ganglionlan diseksiyon mik-
roskobu alunda disekte edilerek  fosfatla
tamponlanmug fizyolojik tuzlu su (PBS) igeren bir
petri kutusunda toplandi. Ganglionlar enzimsel
[%0.125 kollagenaz (Sigma) 13 dakika siireyle,
%0.25 tripsin (Sigma) 6 dakika siire ile 37 °C’de
inkiibe edilerek] ve mekanik (ucu daraltilmug bir
Pastor pipetine gekerek) muamelelerle tek hiicrele-
re aynstinldi. Bu hiicre siispansiyonu Poly-; ornitin
(Sigma) ve lamininle (Sigma) steril lameller iizeri-
ne ekildi. Bu sinir hiicreleri 37 °C’de %5 CO, ve
nemli hava igeren inkiibatorde kiiltiir medyumunda
[F14 Ham’s Nutrient (Gibco) + at serumu (Gibco)
+ sinir biyiitme faktorii (Sigma) + penisi-
lin/streptomisin (ICN)] inkiibe edildi ve 7 giinde
bir taze kiiltir medyumu ile beslendi.

Elektrofizyolojik kayitlar 2-14 giinlik
hiicre kiiltirlerini kullanarak gergeklestirildi.

Elektrofizyoloji: Elektrofizyolojik kayitlar
tim hiicre diyaliz patch kenetleme teknigi (12)
kullamlarak, oda sicakliginda gergeklestirildi.
Diigiik direngli cam mikro pipetlerle (3-7 MQ)
hiicrelere Axoclamp 2A (Axon Inst, USA) patch
kenetleme amplifikatorii kullamilarak —90 mV’da
devaml1 olmayan tek elektrot voltaj kenedi uygu-
land1. Biitiin kayitlar —-90 mV’da gergeklestirildi.
Kolin kloriir (ChCl) ile Tedrodotoksin (TTX) kul-
lanilarak sodyum kanallan, ekstraselliiler tetraetil
amonunyum (TEA) ve intraselliiler sezyum Kkloriir
(CsCl) kullamlarak potasyum akimlan blokland:
ve boylece Ca?* ile Ca**-bagimh akimlar farmako-
lojik olarak izole edildi.

Intraselliiler olarak uygulanan ajanlann
(ryanodin ve anhidroryanodin) patch pipetinden
hiicreye gegigini saglamak amaciyla, hiicre disina
kafein uygulamasi tiim hiicre patch kenetleme
modiiliiniin gergeklestirilmesinden en az 5 dakika
sonra yapildi.

Ekstraselliilar kayit soliisyonunun igerigi
(mM): ChCl, 130; KCl, 3.0; MgCl,, 0.6; CaCly,
2.0; NaHCO;,, 1.0; HEPES, 10.0, glukoz, 4.0; TEA
bromid, 25.0; tetrodotoksin (TTX, Sigma),
0.00125; solisyonun pH’ss NaOH ile 7.4;
osmolaritesi ise sukroz kullamlarak 320 mOsm’a
ayarlandi. Kolin Kloriir TTX direngli sodyum a-
kimlarnim bloklamak igin kullamldi,
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Patch pipeti solusyunu igerigi (mM): CsCl,
140; CaCly, 0.1; EGTA, 1.1 veya 20 mM; MgCl,,
2.0; ATP, 2.0 ve HEPES 10.0. Solusyonun pH’s1
Tris kullanilarak 7.2’ye; osmolalitesi ise sukroz ile
310 mOsm’a ayarlandi.

Ekstraselliiller olarak uygulanan ilaglar
hiicre dist kayit soliisyonunda, pipet aracihg ile
direk hiicre igine uygulanan ajanlar ise patch pipeti
soliisyonunda hazirlandi. Kafein, ryanodin ve diger
farmakolojik ajanlar u¢ ¢ap1 yaklagik 10 pm olan
bir pipet aracilifz ile mikro ejeksiyonla hiicre digi-
na uyguland: (Pneumatic Pump, WP Instruments,
USA).

Ryanodin, anhidroryanodin Alomone Labs,
(Israil), BABTA, kafein, pertussis toksin ve soliis-
yonlarin hazirlanmasinda kullamlan kimyasal
ajanlar Sigma (Almanya) firmasindan temin edildi.

Elektrofizyolojik data dijital/analog doniis-
tiiriicii (Digidata 1200B, Axon Instruments, USA)
aracihf ile kigisel bilgisayara aktanld: ve yazihim
progranu ile (pClamp 7, Axon Instruments, USA)
analiz edildi, gerektiginde siirekli olarak grafik
kagidina yazdinldi (Gould Recorder 2200S). Biitiin
veriler ortalamatstandart hata olarak verilmistir.
Verilerin  istatistiksel ~ degerlendirilmesinde
Student’s ¢ testi veya One-way ANOVA testi
(Microcal Origin) kullamldi, p<0.05 degeri istatis-
tiksel anlamli olarak kabul edildi.

| ]l 1] ) 90 mV

Kafein (1 mAl)

4y |

-90 mV

Ca®"-free
Kafein (1 mM)
1
1nA

60 sn

Sekil 1. Kafein Hiicre Igi Depolardan Kalsiyum
Saliverilmesine Yol Acgarak Aktive Ettigi
Membran Akimlan DKG hiicresi tiim hiicre diyaliz
patch kenetleme teknigi kullamlaral: -90 MV'da
voltaj kenetlendi. Ustteki trase voltaj, alttaki trase
ise akimu gostermektedir. Kafein okla gosterilen
noktadan itibaren siirekli olarak ekstraselliler
olarak uygulandi. Voltaj trasesindeki
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defleksiyonlar aktive edilen pozitif ve negatif voltaj
enjeksiyonlarim gostermektedir. 2 mM
ekstraselliilar Ca** varhginda (A) ve ekstraselliilar
Ca?* uzaklastnldiginda (B) kafein kisa bir gecik-
me ile ige yonelik membran akimlan aktive etti.

BULGULAR

Kafeinin membran akimlan iizerine etki-
leri:

Ekstraselliilar kafein uygulamasi (1 mM) 37
hiicrenin 34’iinde ige yoénelik membran akimi
aktive etti. 2 mM ekstraselluler Ca®* igeren kayit
solusyonu kullamldiginda, kafein uygulamasini
takiben ilk akim aktivasyonu ortalama 278+12 sn
(n=8) gecikme ile ige yonelik membran akimlan
aktive etti, aktive olan bu ige yénelik akimlann
ortalama pik amplititi ise 1.3330.12 nA idi,
(n=8). Kafeinin indiikledigi i¢e yonelik membran
akimlan kalic ya da transient tipte idi, bazilarinda
ise kalica akim iizerinde ossilasyonlar vard: (Sekil
1A).

Kafeinin indiikledigi ice yonelik membran a-
kimlarinm Ca?* bagimlihig:

Kafeinin indiikledigi ige yonelik membran
akimlannin Ca®** bagimlibg, intrasellilar Ca®
baglama kapasitesi artinlarak ve ekstraselliiler

Ca® uzaklagunlmg Ca™-free kayit soliisyonu
kullamlarak belirlendi.

Hiicre iginde BABTA (100 pM) kullamld:-

ginda, ekstraselliler kafein (ImM) uygulamasi
higbir membran akim aktive edemedi, (n=5).

Fakat hiicreler Ca®*-free ekstraselluler kayit
solusyonunda tutuldugunda kafein uygulamas: ige
yonelik membran akimlarini aktive etti (Sekil 1B).
Kafeinin Ca?'-free ortamda aktive ettigi ige yonelik
akimlann ortalama amplitidi -1.3310.12 nA,
kafein uygulamasindan akimlann aktivasyonuna
kadar gegen ortalama siire ise 29819 s olarak be-
lirlendi, (n=7). Bu degerlerle 2mM ekstraselliiler
Ca®** mevcudiyetinde elde edilen degerler arasinda
anlamh bir fark yoktu (p>0.05).

Kafeinin indiikledigi i¢e yonelik membran a-
kimlarinin farmakolojisi:

Kafeinin indiikledigi ice yonelik membran
akimlannin farmakolojisi incelenerek bu ajamin da
ryanodin ile aym hiicre i¢i deposunu etkileyip et-
kilemedigi aragtinldi.

Patch pipeti igerisinde ryanodin (10 puM) uy-
gulamasi,  ekstraselliilar  kafeininin  (1mM)
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membran akima aktive etmesini dnledi (n=3, sekil
2A).

Fakat, anhidroryanodin, ryanodinin inaktif
analogu, (100 uM) patch pipeti aracilig ile hiicre
icine uygulandifinda ekstraselluler uygulanan
kafeinin ice yonelik membran akimu aktive etmesi-
ni onleyemedi (n=7, Sekil 2B). Anhidroryanodin
varhginda ekstraselliler kafein uygulamas:
280+10 sn gecikme ile -1.1140.11 nA
amplitiidiinde ige yonelik membran akimlan aktive
etti, (n=7, sekil 2B). Anhidroryanodinin (100 pM)
hiicre i¢ine uygulanmasinin membran akimlanna
etkisini incelemek amacryla hiicreye higbir uygu-
lama yapilmadan 30 dakika beklendi ve
anhidroryanodinin hichir membran akimini aktive
etmedigi gozlendi (n=3).

A -90 mV

Ranidi »
afan (tms) | din (1013
1

DS“I_EQMI

-0 mV

: + ;
N
Ashidroranidin (100 u»f) -
___Kafein (1mM),

T{:ﬁuﬂ. ‘i."rh '..'\/\v MI'HH

Sekil 2, Hicre Igi Uygulanan Ryanodin ve
Anhydroryanodinin ~ Kafeinin  Aktive  Ettigi
Membran Alkimlanna Etkileri DKG hiicresi tiim
hiicre diyaliz patch kenetleme teknigi kullanilarak
—-90 MV’da voltaj kenetlendi. Ustteki trase voltaj,
aluaki trase ise akim gostermektedir. Kafein okla
gosterilen noktadan itibaren siirekli olarak
ekstraselliler olarak uygulandi. Voltaj trasesindeki
defleksiyonlar aktive edilen pozitif ve negatif voltaj
enjeksiyonlanm  gdstermektiedir. Ryanodin ve
anhidroryanodin patch pipeti araclif ile hiicre
i¢ine uygulandi. Ryanodin uygulandifinda kafeine
cevap gozlenmedi (A), fakat anhydroryanodin
kafeine cevaplan etkilemedi (B).
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Sekil 3. Pertussis Toksinle Inkiibasyonun Kafeinin
Aktive Ettigi Membran Akimlanina Etkileri8 saat
siireyle 0.5 pM/ml dozunda pertussis toksin ile
inkiibe edilen DKG hiicresi tiim hicre diyaliz
patch kenetleme teknigi kullanilarak -90 MV’da
voltaj kenetlendi. Ustteki trase voltaj, alttaki trase
ise akimi gostermektedir. Kafein okla gosterilen
noktadan itibaren sirekli olarak ekstraselliler
olarak uygnlandi Voltaj trasesindeki defleksiyonlar
aktive edilen pozitif ve negatif voltaj enjeksiyonla-
nm gdstermektedir. Ekstraselliilar olarak uygula-
nan kafeinin aktive etfigi ice yonelik membran
akimlan gorilmektedir.

Kafeine cevabin olugmasinda PTX duyarh
G-proteinlerin roliinii tespit etmek amacryla hiic-
reler 3 (n=6) ve 8 saat (n=6) saat siireyle 0,3 pg/ml
PTX ile inkibe edildi. PTX ile inkiibe edilen hiic-
relere kafein uygulandiginda ortalama amplititi —
1.0940.07 nA (n=12) olan ve kafein uygulamasim
takiben ortalama 294+11 sn (n=12) gecikme ile
baslayan ice yonelik membran akimlan gézlendi
(Selil3). Bu akumlann gerek pik amplitiit degerleri
ve gerekse baslamalanndaki gecikme PTX ile
muamele edilmemis Ca’* mevcut ve Ca’*-free
solisyonlanin kullamldigi kosullarda elde edilen
kafein cevaplanndan istatistiksel olarak fakli bu-
lunmadi (p>0.05).

TARTISMA VE SONUC

Kafein hiicre igi depolardan Ca®™ saliveril-
mesi amaciyla yaygin olarak kullamlan ve
ryanodin  reseptori/Ca®*-saliverime  kanallanm
aktive eden énemli bir farmakolojik ajandir (11).
Kafeinin konsantrasyon bagmmli olarak etkili oldu-
gu ve farkli néronlarda farkli konsantrasyonlann
anlamh derecede farkh miktarlarda Ca®™ salwveril-
mesine yol agtif1 bildirilmistir. Sigan duyusal nd-
ronlannda Ca®* saliverilmesi igin minimum kon-
santrasyonun 1 mM ve maksimum konsantrasyo-
nun ise 10-20 mM oldugu bildinlmistir (11). Bu
galismada kullamilan 1 mM kafein konsantrasyonu
tespit edilebilir diizeyde Ca®* saliverilmesini sagla-
du
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Yaygin kullammi ve Ca**-tetiklemeli
Ca**-saliverilmesine (KTKS) iyi bilinen etkilerinin
yaninda, bir metilksantin olan kafeini poptiler
farmakolojik ara¢ yapan gesitli avantajlan vardir.
Kafein hiicre membramindan luzla gegerek hiicre
icinde ekstraselliiler konsantrasyonu ile dengeye
ulagir (13). ilave olarak, kafein hiicre igi Ca™ de-
polarindan direk olarak Ca® salivererek Ca’*-
bagimli membran akimlanim aktive eder. Bu a-
kimlar bu cahsmada [Ca®]; arigmn fizyolojik
indikatorii olara kullamldi. Duyusal (14) ve sem-
patik (10) noronlar kafein duyarh hiicre igi Ca™*
depolarina sahiptir ve Ca’* saliverilmesini takiben
bu depolar hizla Ca®* ile tekrar dolar.

Ryanodin ve kafeinin Ca?*-saliverilme ka-
nallarna etkisi farkhidir; kafein tek kanal iletkenli-
gini etkilemeksizin kanalin agilma olasiigim arti-
nir, fakat ryanodin kanahn iletkenligini degigtirir,
fakat Ca*-saliverilme kanalmm Ca™, Mg® ve
ATP gibi regiiiator ajanlara duyarhlhifn degistir-
mez (15). .

Bu c¢alismada kafein (ImM) cevaplan
ryanodin ile blokland: (Sekil 2A), bu bulgu litera-
tiir ile uyumludur (16). Ryanodin (1-10uM) Ca™-
sahnma kanalina baglanarak kanal yant agik bir
durumda kilitler (tam olmayan iletken bir durum-
da) ve béylece bu Ca** depolarinda adeta sizintiya
yol agarak Ca** birikimini énler ve depolan tiikete-
bilir. Bu mekanizma ile agonistlerle Ca® salive-
rilmesini blokladigt bilinmektedir. Ryanodinin
yitksek konsantrasyonlar: ise (<10M) bu Ca**
saliverilme kanallanmi bloklar (16). Ryanodinin
asidik ortamda su kaybetmesi sonucu biyolojik
aktivitesini kaybederek anhidroryanodin olusur ve
bu inaktif bilesik ryanodinin negatif kontrolii ola-
rak kullamilabilir (17). Anhidroryanodin ise kafei-
ne cevaplarda anlamh herhangi bir degisiklige yol
agmad (Sekil 2B). Bu da kafeinin ryanodin duyarl
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hiicre igi Ca** depolanindan Ca® saliverilmesine
yol agtizim destekleyen ilave bir bulgudur.

Hiicrelerin bilyiik bir ¢ogunlugu (%382)
ekstraselliler kafein uygulamasma cevap verdi.
Literatiirle uyumlu olarak bu galismada da gozle-
nen, baz1 hiicrelerin kafeine cevap vermenmesi sigan
DKG hiicrelerinin heterojen olmasina bagh olabi-
lir. Aynca, bu durum endoplazmik retikulumda
(genis anlamda hiicre ici Ca?*depolarinda) spontan
olarak Ca?* dolumunun gergeklesip gergeklesme-
mesine veya ryanodin reseptorlerinin ekspresyonu-
nun heterojenitesine bagh olabilir (18).

Kafeine cevaplar hiicre igi Ca’*-baglama ka-
pasitesi artinldiginda gozlenmedi, ryanodin tara-
findan  blokland1 (Sekil 2A) fakat
anhidroryanodinden etkilenmedi (Sekil 2 B);
ckstraselluler Ca’*-free soliisyon kullamldiginda
hala gozlendi (Sekil 1B) ve ekstraselliller 2 mM
Ca?* varhfinda kafeinin indiikledigi cevaplardan
(Sekil 1A) anlaml derecede farkh degildi. Biitin
bu ézellikler kafeinin hiicre igi Ca’*-depolarndan
Ca®* saliverilmesine yol agigim destekleyen giicli
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