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Schumann Rezonans bandinda zayif
manyetik alanlar tarafindan stres
kardiyo-koruma

G. Elhalel!, C. Price!, D. FixlerJD? ve A. Shainberg®

Schumann Rezonanslari (ScR), kiiresel yildirim bosalmalari tarafindan hareketlenen Diinya-iyonosfer
boslugundaki Son Derece Diisiik Frekansh (ELF) elektromanyetik rezonanslardir. Bu dogal
elektromanyetik gurulti muhtemelen Dilnya'da, Diinya'min bir atmosferi ve iyonosferine sahip
olmasindan beri ve dolayisiyla evrimsel tarihimiz boyunca bizi ¢evreleyerek var oldu. Bu ¢alismanin
amacl, ScR birinci mod frekans arahi@inda asir1 zayif manyetik alanlarin kendiliginden olan
kasilmalar, kalsiyum gecici olaylar1 ve si¢can kardiyak hiicre kiiltiirlerinin Kreatin Kinaz (CK) salim
Uzerindeki etkisini incelemektir. 7.8 Hz, 90 nT manyetik alan (MF) uygulamasinin, kendiliginden olan
kalsiyum gecici genliklerinde kademeli bir azalmaya neden oldugunu, 40 dakikahk MF
uygulamasindan sonra baslangi¢c genliginin% 28'ine ulastigini ve bununla birlikte kalsiyum gegici
yukselme siiresinde kademeli bir azalmaya neden oldugunu gosterdik. Mekanik spontan kasilmalar,
ScR alanlarina 30 dakikadan daha uzun siire uygulandiktan sonra kalsiyum gecici genligi baslangic
degerinin ~% 60'mma ulastiinda durur. ScCR MF'nin etkisi, 20 pT-100 nT aralhiginda alan
biiyiikliigiinden bagimsiz olarak ve harici DC manyetik alanindan bagimsiz olarak geri doniisiimlii
olmustur. Ancak, etki frekansa baghdir; tarif edilen degisiklikler sadece 7.6—-8 Hz aralifinda meydana
geldi. Ek olarak, 1.5 saat boyunca 7.8 Hz, 90 nT MF uygulanmasi, normal kosullarda, hipoksik
kosullarda ve 80 pM H20: tarafindan indiiklenen oksidatif stres sirasinda tampona salinan CK
miktarim azaltmistir. CK salimindaki ScR alanimin indiikledigi azalmanin bir stres yanit siireci ile
iliskili oldugunu ve koruyucu bir karaktere sahip oldugunu gosterdik.

Giinliik yasamimiz boyunca, genis bir frekans ve biiyiikliik araliginda dogal ve yapay elektromanyetik titresim
ile cevreleniyoruz. Insan yapimi elektromanyetik titresim nispeten yenidir ve biyolojik sistemler ile etkilesimini
anlamak icin bircok caba gosterilmistir'®. Buna karsm, dogal elektromanyetik titresim, Dinya'nin ilk
giinlerinden beri vardir dolayisiyla evrimsel tarihimiz boyunca bizi cevrelemektedir’. Ancak, biyolojik
sistemler iizerindeki etkisi, esas olarak bu alanlarin diisiik biiyiikliglinden ve dolayistyla ilgi eksikliginden
dolayr koti bir sekilde incelenmistir. Dogal ELF sinyallerinden biri, yildirimda-iretilen Schumann
Rezonansidir (ScR). ScR f1 = 7.8 Hz, f2 = 13.9 Hz, f3 = 20 Hz ‘de birka¢ pT manyetik alan yogunlugu ile
Diinya gevresi tarafindan tanimlanan iyi-tanimlannus frekans tepeleri gostermektedir®. Insan viicudu ayrica,
uyartlabilir hiicreler tarafindan iretilen ELF araliginda zayif alternatif elektromanyetik alanlar iretir. Sigan
kardiyomiyositlerinde, yaklasik 50 pT’lik bir manyetik alan biiyiikliigii ile 1-10 Hz ritim olusturur®. Bu
aragtirmanin amaci, dogal, frekansa 6zgu, ScR sinyalinin sigan kardiyomiyosit Kultlrleri Gzerindeki etkisini
ve bu iki dogal ELF alani arasindaki eslesmeyi incelemekti.

Bir kardiyomiyositin kasilmak icin kabiliyeti, bircok biyolojik islemin uygun sekilde ¢aligmasina baglidir.
Kalsiyum iyon gecisleri, mekanik kasilmalar ve kasilmalar1 baglatan kardiyak aksiyon potansiyelleri
arasindaki anahtar aracilardir. Kalsiyum akisi ve etki potansiyelinin 2. evresindeki Sarcoplasmic
Reticulum'dan (SR) kalsiyum salinimi sitoplazmada serbest kalsiyum konsantrasyonunu arttirir. Bu serbest
kalsiyum fiziksel kasilma mekanizmasini tetikler. Bu nedenle, ScCR MF'nin mekanik kasilmalar tizerindeki
etkilerini ve bunlarin daha ayrintili bir arastirmaya temel teskil eden kalsiyum gegici olaylarini tetikledigini
inceledik. Ek olarak, etkinin koruyucu mu yoksa yikici nitelikte mi oldugunu incelemek igin, normal,
hipoksik ve oksidatif stres kosullart sirasinda ScR MF'nin CK salimi {izerindeki etkisini inceledik. MF
6zelliklerine bagimlilik: olaylarin arkasindaki fiziksel mekanizmay1 anlamak i¢in biiyiikliik, frekans ve ek
DC MF incelendi.
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Yontemler

Tim deneyler, senkronize kendiliginden olan kasilmalar sergileyen 3-7 guinlik kardiyomiyosit kilturleri Gzerinde
37° C'de gergeklestirildi. Tim yontemler ilgili etik kurallara ve yonetmeliklere uygun olarak gergeklestirildi ve
deney protokolleri Bar Ilan Universitesi tarafindan onaylandi.

Kiiltiir Hazirhi@1. Sprague-Dawley sigan kalpleri (1 ila 2 giinlUk) steril kosullar altinda ¢ikarildi ve fazla kan
hiicrelerini ¢tkarmak i¢in ii¢ kez Fosfat Tamponlu Tuzlu (PBS) iginde yikandi. PBS bilesimi sdyleydi: 135 mM
NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NazHPQO4, 1.8 mM KH2z POs, 0.9 mM CaClz, 0.5 mM MgClz. Kalpler ince dogranmis
ve sonra RDB iginde nazikce calkalanmstir (Incir agac1 6zii, Biyoloji Enstitiisii, Ness-Ziona, Israil). RDB, Ca?*-
ve Mg?* icermeyen PBS igerisinde 25 ° C'de 1 : 200 oraninda seyreltildi ve her 10 dakikalik birkag dongii igin
kalp fragmanlar ile inkiibe edildi’. Dulbecco'nun % 10'u inaktive edilmis at serumu (Biyoloji Enstitist, Kibbutz
Beit Haemek, Israil) ve% 0.5 civciv embriyo dziitii ile takviye edilmis 25 mM glikozu igeren degistirilmis Eagle
ortami (DMEM), ayristirilmig hiicrelerin siispansiyonunu igeren (st faza eklenmistir. Karigim, 5 dakika boyunca
300 g'de santrifiijlenmistir . Ust faz atild1 ve hiicreler yeniden siispansiye haline alind1. Hiicre siispansiyonu 108

hiicreye / mL'ye seyreltildi ve 1.5 mL siispansiyon, kolajen / jelatin ile kapli 25 mm mikroskop lamelinde 35
mm'lik plastik kiiltiir kaplarina yerlestirildi. Kiiltiirler 37 ° C'de % 95 hava ve % 5 CO2 ‘den olusan nemli bir
atmosferde inkubeye birakildi. Kendiliginden kasilmalar gdsteren birbirine karigan tek tabaka 2 giin i¢inde gelisti.

Manyetik alan uygulamasi. Alternatif bir manyetik alan mikroskop tizerine veya inkiibasyon sirasinda
yerlestirilirken kiiltiir kabinin etrafina sarilmig 35 mm capinda tek bir sarma bakir bobin halkas: tarafindan
uygulanmugtir. Deneylerin ¢ogunda, Biot-Savart kanununa gore, Bz = pol / 2R = 90nT 6rnek diizlemine paralel
olan 6rnekler alaninda nispeten diizgiin bir manyetik alan meydana getiren siniizoidal 7.8 Hz, 2.5 mA akimi
kullandik. 10 mVpp, 1 kQ (180 pT) ve 10 mVpp, 10 kQ (18 pT) kullanilarak daha diisik manyetik alan
blytklikleri elde edildi. Birka¢ deneyde 7-8,6 Hz frekans araliginda siniizoidal dalga formlar: kullanildi. Biot-
Savart kanununa gore kiltlrlerin tabaka yonunde + 10 uT'lik bir DC manyetik alan uygulamak i¢in, 80 mm
capinda kiiltiir kabmin etrafina sarilmig bir bakir bobine ek bir DC gilic kaynagi baglandi.

Mekanik kasilma dl¢iimleri. Yapiskan hiicreleri igeren bir kiiltiir kabi, iki kez PBS ile durulandi, 1 mL glukoz
bakimindan zenginlestirilmis PBS icerisinde yeniden siispanse edildi ve ters faz etkilesim mikroskobu agamasina
baglandi. Kasilma &lgiimii igin video teknigi daha dnce agiklanmugtir®, Hiicre siirinm hareketi 5 saniyelik
bolumler igin 400 kez / saniye izlendi. Daha sonra zaman degisimi gerilime doniistiiriildi, siiziildi ve SAMPLE
bilgisayar programi tarafindan analiz edildi. Kasilma orani, her o6lgiimdeki tepe noktalarinin sayisina gore
hesaplandi.

Kalsiyum goériinttleme. Hiicre i¢i kalsiyum, Zeiss ters ¢evrilmis bir epifloresan mikroskobu tizerindeki Indo-1-
AM cift emisyon gostergesini kullanarak izlendi. Hiicreler, oda sicakliginda 45 dakika siireyle 1 mL glukoz
bakimindan zenginlestirilmis (25 mM) PBS igerisinde 3 pM Indo-1-AM (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)
ve 2 UM Pluronic asit ile inkiibe edildi. inkiibeden sonra hiicreler, iki kez PBS ile durulandi ve lamel, 1 ml glikoz
bakimindan zenginlestirilmis PBS ile mikroskop odasina yerlestirildi. Kultir, 340 nm'de uyarild: ve yayilan 151k,
daha sonra, 410 ve 490 nm'de giris filtreleriyle, Indo-1 i¢in iki renkli bir ayna ile iki fotomultiplere (seri no.
H5700 / HC120, Hamamatsu, Japonya) ayrildi. Hicre ici kalsiyum konsantrasyonu, 410/490 orani kullanilarak
tahmin edildi®.

Hipoksik kosullar. Kiltrler, glikoz icermeyen Tyrode ortamindan iki kez yikanmustir (137 mM NaCl, 5.4 mM
KCI, 10 mM HEPES, 1.2 mM CaClz, 0.5 mM MgC), pH 7.4'te ve daha sonra 1 ml glikoz icermeyen Tyrode
icinde yeniden stispanse edilmistir. Manyetik alan, hiicreleri 37 © C'de hipoksik kosullara maruz birakmadan 6nce
1.5 saat boyunca uygulandi. Hipoksik kosul, atmosferin inert argon gaziyla (% 100) degistirildigi hipoksik bir
odada 120 dakikadan olusuyordu.

Oksidatif stres kosullari. Kiiltiirler, pH 7.4'te glikoz bakimindan zenginlestirilmis Tyrode ile iki kez yikand: ve
daha sonra 1 mL glukoz bakimindan zenginlestirilmis Tyrode i¢inde tekrar siispanse edildi. Hicreler, 80 uM
H20: ile ya manyetik alan sirasinda ya da sonrasinda aritild1 ve 60 dakika siire ile karanlik bir ortamda 37 © C'de
inkiibe edildi. Oksidatif stres hasari, sonunda hiicre ortamina CK'nin salimasi yoluyla karakterize edildi. Iki tiir
test gergeklestirilmigtir: 1. Numuneler bir saat boyunca H202 eklenmeden énce 1.5 saat manyetik bir alana maruz
birakildi. 2. Numuneler, 0.5 saat manyetik alana maruz birakildi ve manyetik alan uygulamasi ile ayni anda bir
saat icin H20: ile tutuldu.

CK dlgimleri. Deneyin sonunda, her bir plakanin 25 pL iist fazi, 96 oyuklu bir kaba aktarildi ve CK aktiviteleri,
imalatg1 tarafindan tarif edildigi gibi bir CK-MB Kiti (Sigma) ile belirlendi. Enzimin triini, 340 nm bir dalga
boyunda 30 ° C'de spektrometrik olarak dl¢ilmistiir.

Sonuglar

ScR MF'nin kendiliginden olan mekanik kasilmalar ve Kalsiyum gegici etkileri iizerine etKkisi
Kardiyomiyositlerin kendiliginden olan kalsiyum gegici olaylar1 Uzerindeki 7,8 Hz, 90 nT MF etkisi Sekil 1'de
gosterilmigtir. Her alt nokta (Sekil la-f), farkli bir zamanda hiicre igi kalsiyum seviyesinin tek bir 10 saniyelik
bir 6lcimuni gosterir. Kendiliginden olan kalsiyum gegici olaylarinin genligi, MF uygulamasi ile, 40 dakika
sonra neredeyse tamamen kaybolana kadar yavas yavas azalir (Sekil le ). MF uygulamasindan 25 dakika sonra,
kalsiyum gegici olaylari hala diisiik bir genlige sahip olmasina ragmen, mekanik kasilmalar durdu (Sekil 1d,
e). MF, 50 dakikalik stimiilasyondan sonra kapatildi ve kalsiyum gegici Olaylarin genligi, 20 dakika sonra
baslangi¢ genliginin ~% 50'sine geri kazand1 ve kasilmalar geri dondii.

(2019) 9:1645 | https://doi.org/10.1038/541598-018-36341-z
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Sekil 1. ScR MF'ye (7,8 Hz, 90 nT) maruz kalma sirasinda kardiyomiyositlerin hicre i¢i kalsiyum

6lgtimleri. Kasilmalar 20 dakika sonra durmasina ragmen Ca gegici olaylart ancak 40 dakika sonra kayboldu. SCR MF

stimiilasyonu, 50 dakika sonra kapatildi ve hiicre i¢i kalsiyum gegici olaylar1 geri dondii.

Sekil 2a, kontrol ve ScR stimiilasyon gruplarinin ortalama kalsiyum gegici olaylarinim genlik biiytikligiine (no
MF, mavi yildiz) (7.8 Hz, 90 nT MF, kirmuz1 tiggenler) kars1 zaman1 gosterir. 40 dakikalik dl¢iimlerden sonra
goreceli genlik azalmasi uyarilmis grupta —% 72 iken, kontrol grubunda sadece —7 idi. Sekil 2b ortalama mekanik
kasilma oranina (kendiliginden olan kasilmara) karsi kontrol zamani ve ScR MF gruplarin1 gosterir. Mekanik
kasilma orani numuneler arasinda degisir, bu nedenle tiim dlgiimler 6l¢iimiin baglangicindaki kasilma oranina
gore normallestirilmistir. Kontrol grubu (mavi egri) nispeten sabit bir kasilma hiz1 sergilerken, ScR MF grubu
(kirmiz1 egri) kasilma hizinda bir artis gosterir, MFnin ilk 20 dakikasinda ilk kasilma oranimin% 200'e kadar ve
ardindan 35 dakikalik MF uygulamasindan sonra mekanik kasilmalarin tamamen askiya alinmasina dogru keskin
bir azalma gosterir. Mekanik kasilma gerilimi, 5,6’ ik bir Hill sabiti ile Hill denklemi kullanilarak hiicre igi
kalsiyum gecici genlikten hesaplanabilir'®. Sekil 2a'daki turkuaz egrisi, lgiilen kalsiyum konsantrasyonundan
hesaplanan kasilma gerilimindeki azalmay1 gostermektedir. Gegici genlikteki kademeli azalmanin aksine, ScR
MF ile 40 dakika sonra kendiliginden olan kasilmanin tamamen sona ermesiyle 15 dakika i¢inde baglangi¢
gerginliginin% 90'indan sadece% 4'e kadar keskin bir diisiis olacagini, 6l¢ulen keskin azalma ve kasilmalarin
7.8 Hz, 90 nT MF ile 35 dakika sonra sona ermesine benzer sekilde tahmin eder.

ScR MF'nin kendiliginden olan kalsiyum gegici olaylarinin normalize yiikselme siiresi tizerindeki etkisi, Sekil
2c¢'de sunulmustur. Yiikselme siiresi, gegici olaylarin genligi ile normallestirildi. ScR grubunun gegici olarlarinin
yiikselme siiresi (Sekil 2c, kirmizi yukar1 bakan {iggenler), kontrol normalize yiikselme zamanindaki (mavi,
yukari bakan tiggenler) ¢ok kiigiik bir artisa kiyasla ScR alaniyla 40 dakika sonra% 450 artig gosterir. Hem
normallestirilmis gevseme siiresi hem de diyastolik kalsiyum konsantrasyonu, ScR ve kontrol gruplari arasinda
anlamli bir farklilik géstermedi (veriler sunulmadi).

Stres kosullarinda ScR MF'nin neden oldugu kardiyo koruma. ScR MF'nin (1.5 saat boyunca) 4 farkli
deneysel konfigiirasyonda CK salimi lizerine uygulanmasinin etkisini de inceledik: (1) normal kosullarda (2) ScR
MF uygulamasini 2 saatlik hipoksi takip ettiginde (3) H202 80 pM ScR MF uygulamayi takip eden 1 saat boyunca
kiiltlrlere ilave edildi (4) Numuneler 7.8 Hz, 90 nT MF 0.5 saat tabi tutulmustur ve daha sonra 80 uM, H20: igin
tampona dahil bir saat ve ayn1 anda MF uygulamasina tabi tutulur. Normalize edilmis CK salinimi, dort deneyin
hepsinde MF olmadan da Sekil 3'te sunulmaktadir (CTR grubu). Hipoksik ve oksidatif stres deneylerinde, stresi
takiben CK salimi kontrol gruplarina gore% 40-70 daha yiiksekti. Ancak, dort deney prosediriinin hepsinde,
ScR MF uygulamasi, CK salinim miktarini azaltarak, koruyucu bir etki ortaya koydu. Normal kosul deneyinde,
kendiliginden olan CK salimi ScR grubunda% 20 daha disiiktii (Sekil 3a). SCR MF, oksidatif stresten énce
uygulandiginda da benzer bir azalma goriildii (Sekil 3c ). Hipoksi deneyinde (Sekil 3b ) ve ScR MF'de oksidatif
stres (Sekil 3d ) ile ayn1 anda uygulandiginda CK salmiminda daha 6nemli bir azalma (~% 40) goriilmiistiir. CK
saliminin stresin yol agtig1 hasar1 temsil ettigi varsayildiginda, ScR MF'nin koruyucu karakterini inceledik. ScCR
MF uygulamasini (CKscr + H202 - CKcTr) / CKctr’yi takiben, sadece stres (CKrzo2 - CKctr) / CKetr’den
kaynaklanan hasara kars1 goreceli “hasar” grafini olusturduk. Sekil 4, SCR MF'nin oksidatif stresten 6nce (mavi
daireler) uygulandig: Giglincii deney sonuglarimi (bakiniz Sekil 3c ) sunmaktadir. Her nokta, tek bir deneyi ve
ortalama 3-4 6rnegi temsil eder. Grafikten goriilebilecegi gibi, sonuglar CKscr + H202 - CKhz02 = - 0.3CKcTr
anlamina gelen birlestirici bir egim ile dogrusal bir davranis sergilemektedir. SCR MF'nin neden oldugu “koruma”
sadece normal sartlarda CK salimina bagli oldugunu ve oksidatif stresin neden oldugu hasara bagli olmadigimn:
gosterir. Bu ¢ikarimi desteklemek igin, CKnzo2 - CKcTr = 0 (oksidatif stres yok) kullanarak normal kosul
deneylerinin sonuglarint (Sekil 4'teki sart daireler) ekledik. Bir deney disinda, tiim normal kosullarda
sonuclar ayni uniter egim dogrusal iliskiye uyuyor.
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Sekil 2. ScR MF'nin kalsiyum gegici genligi, kendiliginden kasilma orani ve gegici kalsiyum yiikselme zamani iizerindeki
etkisi. ('a) Nispi kendiliginden olan kalsiyum gegici kontrol genligi (mavi yildizlar) ve ScR gruplari (kirmizi tiggenler).
Turkuaz egrisi, kalsiyum gegici genlikten hesaplanan kasilma gerilimini gosterir. ( b ) Kardiyomiyositlerin kendiliginden
olan mekanik kasilma oranina kasri zaman. Mavi yildizlar ve kirmizi tiggenler sirasiyla Kontrol (MF yok) ve 7.8 Hz, 90
nT MF gosterir. ( ¢ ) Kontrol grubunun (mavi yukari bakan tiggenler) ve ScR grubunun (kirmizi yukar bakan tiggenler)
gecici genligi ile normallestirilmis nispi gegcici yiikselme siiresi.

Dordiincii  deneyin  (bkz. Sekil 3d) ve hipoksi deneyinin (bakiniz, Sekil 3b) nispi "hasar"
orani, Sekil 5'te sunulmustur. Onceki grafikten elde edilen tiim sonuglar normal kosullar ¢izgisinin altindadir
(CKscr+t202 — CKH202 = — 0.3CKcrR)

Sekil 5'teki ek, nispeten biiyilk CK salimi ile hipoksi deneyinin ¢ikarilmasindan sonra normal kosullar
¢izgisinden sapmalar1 gosterir (ScCR MF'nin akut hasar {izerindeki etkisi farkli olabilir). Bu sapmalar ayni
zamanda, zararsiz ve korunmasiz durumda beklendigi gibi orijinden gegen dogrusal bir iliskiye (Bundan
boyle “koruma ¢izgisi” olarak anilacaktir) de uyar. Koruma hattinin 0.475 egimi, CK salimindaki artigin
neredeyse% 50'sinin ScR MF tarafindan onlendigini gosterir.

Manyetik alan parametrelerinde bagimhihk. Zayif alternatif manyetik alanlarin biyolojik varliklar
tizerindeki etkisini agiklamaya ¢alisan birkag teori onerildi*'. Her biri manyetik alan 6zelliklerine farkl bir
bagimlilik sunar: stimiilasyon yogunlugu, frekans ve harici manyetik DC alani. Bu teorilerin yukaridaki
olaylarla iligkisini incelemek ig¢in, etkinin manyetik alan parametreleri iizerindeki bagimliligini test
ettik. Sekil 6a, b, mekanik kasilma hizinin ve CK saliminin, MF blyikliklerinde normal sartlarda
bagimliligini géstermektedir.
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Sekil 3. SCR MF'nin, hiicrelerden salinan CK'nin ortaya ¢ikardig sekilde kardiyo korumasi iizerindeki etkisi. Bagil CK
salimimi (a) Normal kosul: normal kosullarda CTR - 1.5 saat, normal kosullarda ScR - 1.5 saat ScR MF uygulamasi. (b))
Hipoksik kosullar: ScR + H- 1.5 saat MF uygulamasinin takiben 2 saat hipoksi, H,O,- 1.5 normal kosullarin takiben 2 saat
hipoksi. CTR -3.5 saatlik normal sartlar. () MF sonrast H,0,: SCR + H, O, - 1,5 saat MF uygulamasini takiben 1 saat
80 uM H,0,, CTR-2,5 saat normal kosullarda (d) Eszamanli uygulama H,O,ve SCR MF: ScR + H,0,-0.5 saat ScCR MF
uygulamasi ve ardindan 1 saat es zamanl 80 pM H,O,ve ScR MF, H,0,-0.5 saat normal sartlarin ardindan 1 saat 80 pM
H,0,;, CTR- 1.5 saat normal sartlar.
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Sekil 4. Goreceli “hasar” takiben ScR MF uygulamasina karsi tek bagina strese bagl hasar. Mavi daireler - SCR
alaninin ardindan uygulanan oksidatif stres. Sar1 daireler - normal kosullar deneyi. kesikli ¢izgi - dogrusal uyum.

Hem mekanik kasilma oranindaki azalma hem de CK salinimindaki normal kosullar bu biiytikliik
araliginda (18 pT-90 nT) benzerdi. Sekil 6cfarkli frekanslarda 90 nT'lik bir alanla 35 dakika sonra
kalsiyum geg¢ici genlikteki bagil degisimi sunar. Sekil 6¢ farkli frekanslarda 90 nT'lik bir alanla 35 dakika
sonra kalsiyum gegici genlikteki bagil degisimi sunar. Sadece 7.6—-8 Hz araligindaki frekanslar kalsiyum
gecici genliginin azalmasina neden oldu. 7-7.4 Hz ve 8.4-8.6 Hz manyetik alanlar uygulandiginda, gegici
genlik Uzerinde hicbir etkisi yoktu. Manyetik alanla 35 dakika sonra 8.2 Hz alan uygulamasi slresince
biiyiik bir artig (~% 35) dlgiildi. D1s manyetik DC alana olan etkinin bagimliligi 7.8 Hz, 90 nT AC alanina
+ 10 DCT DC alan1 eklenmesiyle incelenmistir. Sekil 6d'de goriilebilecegi gibi, 10 uT DC alan1 ScR MF
ile ayn1 anda uygulandiginda mekanik kasilma oraninda benzer bir azalma gorilmiistiir.
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Sekil 5. ScR MF uygulamasinin ardindan goreceli “hasar”a karsi tek basina strese bagl hasar. Yesil tiggenler - Hipoksi
deneyi. Kirmiz1 iggenler - ScR MF ile ayn1 anda uygulanan oksidatif stres. I¢ kiiciik resim - Dogrusal normal kosullar
¢izgisinden sapmalar.

Tartisma

Farkh siirecler arasindaki baglanti. Yukaridaki bulgular, kardiyomiyosit normal fonksiyonunda yer alan
U¢ ayrt islemi igerir; mekanik kasilmalar, kalsiyum gegici ve CK salim orani. Birkag farkli mekanizmanin
veya ortak bir etki yolunun bu etkilerden sorumlu olup olmadigi agik bir soru olarak
kalmaktadir. Kendiliginden olan mekanik kasilmalarin ani sona ermesine, kalsiyum gegici olaylarinin
genliklerinde kademeli bir azalma ve daha uzun bir yiikselme siiresi eslik etti. Bu iki gdzlem, sitozole
kalsiyum giris miktarinda ve hizinda bir azalmaya isaret etmektedir. Mekanik kasilma oraninin zamana
baglilig1 ile tahmini kasilma dayanimi arasindaki miikemmel benzerlik ile birlikte, hlicre ici kalsiyumdaki
bir azalmanin biiyiik olasilikla kalsiyum gegici maddelerin genligi belirli bir esigin altina diistiiglinde kasilma
stispansiyonunun nedeni oldugunu ileri siirer. Bu iki etki arasindaki baglantinin bir baska gerekgesi, saha
uygulamasinin ilk 20 dakikasinda kasilma oranindaki artigtir. Artan kasilma orani, azaltilmig bir SR yiikiiniin
bir belirtisi olabilir. Daha kisa gevseme siiresine bagli olarak artan oran kalsiyum akigini azaltir ve bu nedenle
kalsiyum rezervuarindaki azalmay1 dengeler ve hiicrenin kalsiyum SR rezervuarindaki azalmanin iistesinden
gelmesini saglar'?*%. Hem mekanik kasilma hem de hiicre i¢i kalsiyum dengesi, sitoplazmada CK miktarina
baglidir, enerji bakim mekanizmasinda Kilit bir oyuncudur'®. Normal kosullar altinda, CK salim orani, 1.5
saat i¢inde hiicre igeriginin ~% S'ine gore olduk¢a diisiiktiir. Bu nedenle, CK salimindaki gozlenen
degisikliklerin enerji dengesini 6nemli oOl¢iide etkilemesi ve mekanik kasilmalar1 engellemesi olasi
degildir. Bir bagka potansiyel baglanti kalsiyumdan etkilenen ekzositozdur. Hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonu degisimleri ekzositoz oranini ve kutatayi etkileyebilir'®'®. Bu nedenle, eger ScR manyetik
alan1 kalsiyum homeostazini etkilerse, ekzositozu ve tampona salinan CK miktarin1 dolayli olarak
etkileyebilir. Hipoksik ve oksidatif stres kosullar1 sirasinda CK salim hizinda bir artmis azalma
gozlendi. Kalsiyum ve ROS sinyal yollari arasindaki eslesmeden dolay1 bagka bir olasi iliski oldugunu 6ne
stirmektedir'®?. Oksidatif stres, hiicre igi kalsiyum konsantrasyonunu yikseltir ve artan kalsiyum
konsantrasyonu, ROS Ureten enzimleri aktive eder. Artan ROS seviyelerinin uzun siireli SR sizintilarina ve
Ca 2* tuikenmesine neden oldugu gosterilmistir.”?

Kalsiyum homeostazina etkisi. 7.8 Hz, 90 nT MF alaninin diyastolik Ca >* konsantrasyonunu etkilememesi
ve diisiis siiresinde sadece kii¢lik bir etkiye sahip olmasi, kalsiyum genligindeki biiyiik diisiisiin yalnizca
Sodyum tizerindeki dogrudan etkiye bagli olamayacagina isaret eder. -Calcium Exchanger (NCX) ve Sarco
/ Endoplasmic Reticulum Ca ?* ATPase (SERCA) mekanizmalari. Kalsiyum gegici genligi ve uzun siireli
yiikselme siiresindeki biiyiik diisiis, SCR MF'nin sitozole kalsiyum girisinden sorumlu iki ana mekanizmadan
biri lizerinde bir etkisi oldugunu gostermektedir; kalsiyum akigi (L tipi gerilime baglh kalsiyum kanallar
araciligryla) ve Ca ?* akigi akimi tarafindan tetiklenen SR'den kalsiyum salimi. Bu iki mekanizmadan birinin
arizasl, daha yavas bir kalsiyum girisine ve dolayisiyla uzun bir artis siiresine ve daha diisiik bir gegici genlige
neden olmalidir. Sican iskelet kasi kiiltiirlerinde (yayinlanacak) ScR MF'nin neden oldugu kalsiyum gegici
genliginde benzer bir azalma goriilmistiir. SR'den kalsiyum salimimnin “Ca'nin neden oldugu Ca salimmni”
iskelet kasi ile ilgili olmadig1 i¢in hedef oldugunu gostermektedir.

CK salim iizerindeki etkisi. Mekanik kasilmalarin sona ermesi ve ScR alanmin uygulanmasindan sonra
kardiyomiyosit kendiliginden olan kasilmasi sirasinda kalsiyum konsantrasyonunun azaltilmasi, hiicrelerin
uygun aktivitesinde bir bozulma olabilecegini diigiindiirmektedir.
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Sekil 6. MF parametrelerine baglilik. (a) Kendiliginden biiziilme hizina kars1 ¢esitli alan buyikliklerinde manyetik
alan ile zaman. (b) 90 nT ve 18 pT, CK salinimindaki 7.8 Hz manyetik alanin etkisi arasindaki karsilagtirma. (c)
Cesitli frekanslarda 90 nT manyetik alanla 35 dakika sonra kalsiyum gegici genlikteki nispi degisim. (d) Harici DC
alanina baghlik. 7.8 Hz, 90 nT'nin (yesil egri) ve eksiz (+ kirmiz1 egri) ek + 10 uT DC alan ile kendiliginden
biiziilme orant tizerindeki etkisi.

Bu nedenle, ScR alanimin, tamponun CK salimi tizerindeki etkisini inceledik. CK salim hiz1 yavastir ve
45 dakika sonra (standart sapmadan daha kiiciik) 6lclilemezdi, kalsiyum gecici genlikte bir azalma
meydana geldi. Ortalama CK salim miktar1 90 dakika i¢inde hiicre igeriginin ~% 10'udur. Boyle kiigik
bir degisimin, enerji dengesi veya hiicre canliligi {izerinde onemli bir etkiyi dnemli 6lglide gdsterme
olasiligi ve mekanik kasilmalari engelleyebilecegi diisiiniilmemektedir. Bunlara ek olarak, alan
maruziyeti nedeniyle daha diisik CK saliminin, hiicre canliliginin azalmasindan kaynaklanmadigin
dogrulamak i¢in Propidium Iodide (PI) boyama prosediiriinii kullanarak hiicre canliligi tizerindeki etkisini
inceledik (veriler sunulmadi). PI degerleri CK salimu ile tutarliydi (yani, azaltilmig CK salimi olan
ornekler i¢in daha diigiik PI degerleri) ve bu nedenle saha uygulamasi nedeniyle daha canli hiicreler
anlamina gelir.

Oksidatif stres 6ncesi ScCR MF uygulandiginda CK salimindaki azalmanin, Normal sartlardaki azalmaya
benzer oldugunu ve her ikisinin de initer bir egime sahip dogrusal bir ¢izgiye uymasiyla ayni fikirde
oldugunu gésterdik: CKscr, + H202 -CKH202 = -0,3 CKcrr. indirgemenin, oksidatif stres tarafindan yapilan
hasar miktarina bagli olmadigin1 ve MF etkisinin oksidatif stres uygulamasi boyunca biiyiik olasilikla
devam ettigini gosterir. Hipoksi deneyinde (Sekil 3b) ve oksidatif stres ScR MF ile ayni anda
uygulandiginda (Sekil 3d), CK salimindaki azalma, ScR MF'nin oksidatif stresten Once
uygulanmasindan daha belirgindi (Sekil 3c ). Sekil 3c,d, Ack ‘deki lizerindeki alan etkisinin, iki faktérin
bilesimi olarak tanimlanabilir: Ack = ANormal + Aprotection Nerede Anormal, yukarida agiklanan normal durum
katkisidir: Anormat =-0.3CKctr yalnizca CK salinim serbest birakildigr normal kosullara ve “koruma
hatt1” katkisina bagli olarak: Aprotection= - 0,475 ( CK'nz202- CKcTr,) Sadece hipoksi ve oksidatif stresin yol
act1§1 hasar miktarina bagh olarak. iki bagimsiz faktére yapilan bu béliinme, iki ayri siireci igeren iki ayr1
bagimsiz katkiyt gostermektedir. Birincisi, SCR MF'nin ekzositoz gibi normal durum sirecleriyle
etkilesimi ile ilgili olabilirken, ikincisi ise muhtemelen hicrelerin koruma mekanizmalarindan birini
icerir. Hasar bagimli Aprotection alan hipoksik hasardan once uygulanmasina ragmen hipoksi deneyinde
ortaya ¢ikti. Bu, hasara bagli terimin icerdigi oksidatif stres sonuglarinin aksine, Aprotection, Sadece SCR
MF, oksidatif stres ile ayni anda uygulandiginda ortaya ¢ikti. Bu tutarsizligi hipoksik ve oksidatif stres
deneylerinde ROS seviyelerinde kademeliye kars1 ani artisa bagladik.

Manyetik alan parametrelerine bagimhhk. Karmagiklik ve icerdigi bir¢ok faktér ve mekanizma
nedeniyle, ScCR MF etkisinin arkasindaki fiziksel mekanizmanin ortaya ¢ikarilmasi, bu c¢aligmanin
kapsamu disinda karmasik bir istir. Ancak, uygulanan MF parametreleri iizerindeki etkinin bagimlilig1 bir
manyeto alimi mekanizmasina isaret edebilir. Hem mekanik kasilmalar hem de CK salinim orani, MF
biiyiikliigiinden bagimsizdi. Bu 6zellik, stokastik rezonans, Eddy akimi agiklamalari, etkilerin
biiytikliigiiniin salinim yapan ve statik MF genlikleri arasindaki orana ve radikal ¢ift rekombinasyonu
arasindaki orana bagli oldugu iyon siklotron parametrik rezonans agiklamasi gibi Onerilen fiziksel
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aciklamalarm bir kismini diglamaktadir. teorisi. Diger bir segenek ise, etkinin makul oldugu iizerinde
belirli bir esigin olmasidir. Esik deger, fiziksel veya biyolojik bir kokene sahip olabilir.

Uygulanan MF'nin (18 pT-90 nT) asir1 zayif genligi baska bir kisitlama getirdi ve onerilen agiklamalarin
bir kismini ortadan kaldirdi. Ornegin radikal ¢ift rekombinasyonu iizerindeki etki, sadece yiiksek tarla
buytikluklerinde 6nemli bir etki yaratabilir?® (1-10 mT, bakiniz Grissom, 1995). Stokastik rezonans, bir
sinyali yalnizca 100 faktorii ile yiikseltebilir ve bu nedenle ScR etkisi ile ilgili olmasi daha az
olasidir. Stokastik rezonans, bir sinyali yalnizca 100 faktorii ile yiikseltebilir ve bu nedenle ScR etkisi ile
ilgili olmasi daha az olasidir.”*

Bir bagka olas1 agiklama salinan MF tarafindan indiiklenen elektrik alanlarini igerir. Deneyimizde (90
nT, 7.8 Hz MF) uygulanmis ScR MF tarafindan kiiltiirde indiiklenen ortalama elektrik alan1 Egont = 4 X
108 Vm%. Elasmobranch baliklarmin, 5 x107 Vm 2526 derecenin DC ve ELF elektrik alanlarma duyarl
oldugu gosterilmis, yalnizca bir biiyiikliik sirasi1 daha yiiksekti. Boyle kiigiik bir biiytikliik farki, 6rnegin
basit geometrik gerekgelerle seviyelendirilebilir. Bu nedenle, indiiklenen elektrik alani ile biyolojik
etkilesim, ScR manyetik alan etkisi i¢in olas1 agiklamalardan biridir. ScR etkisinin frekansa 6zgu
karakteri, frekans se¢iciligi mekanizmasina sahip olmayan radikal ¢ift rekombinasyon agiklamasini
reddeder. Eddy akimi agiklamas, alanlarin frekansina dogrusal bir bagimlilik sunar ve dolayisiyla ScR
etkisiyle alakasizdir. Biyolojik dokulardaki zayif ELF MF'lerin etkisini agiklayan popiiler teorilerden
biri iyon siklotron etkisidir. Digerleri, 16 Hz 40 nT alanin kardiyomiyositlerin kendiliginden kalsiyum
gegisleri iizerindeki etkisini incelemistir?”?%. 30 dakikalik bir maruz kalmadan sonra kalsiyum gegici
genliginin % 75 oraninda azaldigimni gosterdiler. Alanin kalsiyum gegislerini etkileme frekansi, DC alan
biyiikliigl degistiginde ve potasyum iyonunun iyon siklotron rezonans frekansini taktiginda

degisir’®. Diinya'nin Tel Aviv'deki jeomanyetik alan1 40 pT civarindadir. Eger 40 pT'lik bir DC alani
i¢in iyon siklotron frekans1 7.8 Hz ise, DC alanin1 50 puT veya 30 uT'ye kaydirmak iyon siklotron
frekansini sirastyla 9.75 Hz ve 5.85 Hz'e degistirecektir. ScR alan etkisi iyon siklotron rezonansindan
kaynaklaniyorsa, alanin kardiyomiyositleri etkileme siklig1 sirasiyla degismeli ve 7.8 Hz alani kasilma
oranini etkilemeyecektir. Sonuglar béliimiinde agiklandigi gibi, durum boyle degildir ve 7.8 Hz
manyetik alan, ek bir manyetik DC uygulandiginda bile kendiliginden kasilma oranini etkiler ve bu
nedenle iyon siklotron etkisini ekleyebiliriz.

Iyon siklotron frekansinin, ScR frekans aralig1 i¢in uygun olan, ancak ScR etkisiyle ilgisi olmayan tek
karakteristik rezonans frekansi olmasi, kaplumbaga koklear sag hiicreleri gibi biyolojik ayarlamay1 daha
muhtemel bir agiklama yapar. Belirli bir sa¢ hiicresinin rezonans frekansi, kalsiyum ile aktive olan (BK)
potasyum kanallarinin spesifik sayisi ve kinetigi ile belirlenir ****. Bu mekanizma, elektrik indiksiyon
hipotezini Bellono et al'ya gére muhtemel bir 6ncli olarak destekler®’, Elasmobranch baliklarmim
frekansa duyarli elektrodeteksiyonu, voltaj kapili kalsiyum kanali CaV1.3"in diisiik voltajli aktivasyon
esiginden ve biiyiik iletkenlik kalsiyumla aktive olmus potasyum kanalinin (BK) azalmis bir egim
iletkenliginden kaynaklanir. Bu benzersiz 6zellikler, sa¢ hiicrelerinin elektriksel rezonans
mekanizmasina benzer bir ayarlama araci olarak islev gorebilecek zar potansiyel salinimlarina (~ 7 Hz)
yol acar. Kardiyomiyositte, BK kanallari1 sarkomadan yok gibi goriiniir, ancak kanallarin mitokondriyal
zarlarda® mevcut oldugu ve ROS'a baglh mekanizma® iskemiyeye kars1 kardiyoproteksiyonda yer
aldig1 gosterilmistir. Bir indiiklenen elektrik alanin sigan mitokondri BK kanallari iizerindeki bir
etkisini igeren bu potansiyel aciklama, ScR'nin gézlemledigi tiim etkilerle ilgilidir: hipoksi, oksidatif
stres ve kalsiyum gegici. Mitokondri BK kanallarinin oksidatif durumun ince ayarlanmasi yoluyla
iskemiye kars1 kardiyoproteksiyona dahil oldugunu gosteren bazi kanitlar vardir®™-*’. Ek olarak,
mitokondride ROS tretiminin sigan kardiyomiyositlerinde Ca 2* 'yi iki yonlii, zamana bagli bir sekilde
diizenledigi gosterilmistir®®. Indiiklenen mitokondriyal ROS iiretiminin Ca 2* kivilcim aktivitesinde
gecici bir artisa neden oldugunu, ardindan kismen 15 dakikalik bir zaman dilimi boyunca SR kalsiyum
yiikiindeki bir azalmanin neden oldugu kademeli kivilcim baskilamasinin oldugunu gésterdiler.

Bu nedenle, ScCR MF'nin mitokondri BK kanali iizerinde bir birlesme mekanizmasi olarak elektrik
indiiksiyonuyla etkisi, ROS iiretimi ile sonuglanan, kasilma oraninin artmasina ve kalsiyum gegici
genlikte kademeli bir azalmaya neden olabilir.

Ozet ve sonuglar

ScR birinci mod frekansindaki ¢ok diisiik genlik / frekansli manyetik alanlarin, kalsiyum kullanimi ve
sigan kardiyomiyosit kiiltiirlerinde stres kaynakli reaksiyonlar gibi temel hiicresel siiregler iizerindeki
etkisini arastirdik. Son derece zayif 7.8 Hz manyetik alanlarin kalsiyum gecici genligini azalttigini ve
oksidatif stres ve hipoksik kosullar sirasinda koruyucu bir etkisi oldugunu gosterdik. Etki, manyetik
alanin biiyiikliigiinden ve harici manyetik DC'den bagimsizdi ve yalnizca ScR alaninimn ilk modu (7.8 Hz)
etrafinda dar bir frekans araliginda goze carptig tespit edildi. Dogal ScR sinyali ve kardiyomiyosit
aktivitesi arasinda bir iligki gostermek, biyolojik etki yolunun ve teorik fiziksel tanimlamanin tam olarak
anlasilmasimi gerektirir ve membran ve SR iyonik akimlari gibi izole edilmis bilesenlerin ve bunlarin
daha genis bir manyetik alan parametreleri yelpazesiyle etkilesimlerinin daha kapsamli bir sekilde
incelenmesini icermelidir.



Bu ¢alisma, iyi tanimlanmis bir frekansa sahip bir saf siniis dalgasmnin etkisini incelemistir. Gergek
Schumann Rezonans sinyali bir¢ok bireysel zaman gecikmeli sinyalin siiperpozisyonudur ve bu nedenle
saf tutarli deney siniisiinden ¢ok farklidir. Dolayisiyla bu sonug ¢ikarma basit degildir ve gercek ScR
sinyalinin muhtemel etkisini dogrulamak ig¢in ikinci ve tiglincii ScR tepe noktalarinin etkisinin ve daha
gercekei bir sinyalin uygun bir sekilde aragtirilmasi gerekir.

Gergek ScR sinyali ile denememizdeki manyetik alan arasindaki diger bir 6nemli fark manyetik alan
biiytikliiglidiir. Yukarida tarif edilen deneylerin ¢ogu, ger¢cek ScR alanindan 50,000 kat daha giiclii
manyetik alan ile yapilmustir. Bununla birlikte, 7.8 Hz manyetik alanin kasilma oranit ve CK salimi
tizerindeki etkisinin alan biiyiikliiginden bagimsiz olduguna ve gercek SR sinyalinden yalnizca bir biiyiik
mertebeden daha yiiksek bir 7.8 Hz, 18 pT manyetik alan olduguna dair kanitlar sunduk. Kardiyomiyosit
kulturleri Gzerinde benzer bir etkiye sahip. Bu iki kanit, 2 pT sinyalinin kardiyomiyositler {izerinde benzer
bir etkiye sahip olabilecegini gostermektedir. Ne yazik ki, Deney diizeneginin dogal ScR sinyalinden
izole edilmesindeki teknik zorluklar, 2 pT alanin manyetik olarak korunan bir ortamda etkisini dizgun
bir sekilde incelememizi 6nledi. Bu iki deney, gercek ScR sinyalinin etkisini dogrulamak igin ilk adim
olarak gelecekteki caligmalarin bir pargasi olmalidir.

Veri kullanilabilirligi
Mevcut ¢alisma sirasinda olusturulan ve / veya analiz edilen veri setleri makul talep Gzerine ilgili
yazardan temin edilebilir.
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