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.

T h e e h a n g e s i n e o n n e x i n 4 3 q u a n t i t y a n d i t s

p h o s p h o r y l a t io n a f t e r t r e a t m e n t o f N IH 3 T 3 e e l l s f o r



1 6 8 P or g r e s s i n N a t u r a l S e i e n e e V o l
.

1 2 N o 3 20 02

2 4 h a t 5 0 H z a n d 0
.

8 m T
,

w i t h o r w i t h o u t t r e a tm e n t

o f 3 n g / m l T P A f o r Z h
,

w e r e e x a m i n e d b y W
e s t e r n

b lo t a n a ly s i s
.

T h e r e s u l t s s
ho w e d t h a t t h e E L F M F s

a n d / o r T P A e x p o s u r e in d u e e d a d e e r e a s e i n n o n 一

p h o s -

p h o r y l a t e d c o n n e x i n 4 3 ( P 。 )
.

M e a n w h i l e
, 。 e ll s t r e a t

-

e d w i t h t h e E L F M F S a n d / o r T P A d is p l a y e d a h y p e r -

p h o s p h o r y la t e d e o n n e x i n 4 3 b a n d ( P 3 )
.

S im il a r

e h a n g e s o f P o a n d P 3 w e r e o b s e r v e d i n m e m b r a n e f r a e -

t i o n o r in t h e t o t a l p r o t e i n
, a n d t h e r e s u l t s s h o w e d

t h a t C x4 3 p or t e i n le v e l d i d no t a p P e a r t o b e s u b s t a n
-

t ia l ly a l t e r e d b y a n y o f t h e t r e a t m e n t s [ 1 8 ]
.

co
n n e x i n

4 3 h y p e r p h o s p h o r y la t i o n e a n i n d u e e t h e e h a n g e o f i t s

t o p o l o g y a n d / o r in h ib i t t h e a s s e m b l y o f C o n n e x i n 4 3
.

T h e fo rm e r e a n le a d t o t h e e lo s u r e o f g a p iu n e t i o n

e h a n n e l
, a n d t h e la t t e r r e d u e e t h e n u m b e r o f g a p

iu n e t i o n o n m e m b r a n e
.

W e e o n e l u d e d t h a t h y p e r
-

p h o s p ho
r y l a t io n o f e o n n e x i n 4 3 15 o n e o f t h e im p o r -

t a n t m e e h a n i s m s o f GJ I C i n h i b i t io n in d u e e d b y E L F

M F s
.

e r g y w i t h T P A
.

H o w e v e r ,
t h e r e a r e a l s o s o m e d i f f e r -

e n e e s b e t w e e n M F s a n d T P A
.

T h e i n h ib it io n o f GJ IC

i n d u e e d b y E L F M F s 15 t im e 一 d e p e n d e n t
, a n d co n n e x -

i n 4 3 h y p e r p h o s p h o r y l a t io n s t a t e 15 k e p t o n d u r i n g

E L F M F s e x p o s u r e
.

B u t t h e r e a r e s p e e i a l e v e n t s i n
-

v o l v e d i n t h e GJ IC s u P P r e s s io n i n d u e e d b y T P A
.

GJ I C in h ib i t i o n w a s o b s e r v e d w i t h i n 2 h o u r s b y T P A

t r e a tm e n t a n d t h e n t h e

GJ IC w a s g r a d u a l l y r e e o v -

e r e d
.

T h e e o n n e x i n 4 3 h y P e r p h o s p h o r y l a t io n w a s

e lo s e l y r e l a t e d t o t h e e h a n g e in GJ IC
,

t h e r e f o r e ,
t h e

h y P e r P h o s p h o r y l a t io n o f e o n n e x i n 4 3 e o u ld b e i n d u e e d

b y d if f e r e n t p a t h w a y s u n d e r d if f e r e n t s t im u l a t io n
.

3 R e l a t i o n s h i P b e t w e e n

GJ I C i n h i b i t i o n a n d

s i g n a l t r a n s d u e t i o n

A s a w e a k s i g n a l o r e n e r g y
,

E L F M F s p o s s ib l y

a f f e e t t h e s t r u e t u r e a n d f u n e t io n o f e e r t a i n P r o t e in s 10
-

e a t e d o n p l a sm
a m e m b r a n e ,

t h e n le a d s t o t h e a e t iv a -

t io n o f e e r t a in s ig n a l t r a n s d u e t i o n p a t h w a y a n d f in a l l y

a f f e e t s t h e f u n e t io n o f g a p j u n e t i o n
.

I t h a s b e e n r e -

p o r t e d t h a t E L F M F s e x Po s u r e a e t iv a t e s P K C a n d i n
-

d u e e s P K e g e n e t r a n s e r i p t io n [ 3 ]
.

T o e x p l o r e i f P K e

15 ivn
o lv e d i n t h e e o n n e x i n 4 3 h y p e r p h o s p h o r y l a t io n

,

a n e x p e r im e n t w i t h P K C i n h ib i t o r s t a u r o s p o r i n e

( S T S ) o r p a lm i t o y l e a r n i t i n a ( P M C ) w a s e a r r i e d o u t

i n o u r l a b o r a t o r y
.

C H L e e l l s w e r e e x P o s e d t o 5 0 H z ,

0
.

8 m T M F s f o r 2 4 h t o g e t h e r w i t h t h e t r e a tm e n t o f

P K C i n h ib i t o r ( S T S o r P M C ) a t d i f f e r e n t 。 o n e e n t r a
-

t i o n s d u r i n g t h e la s t o n e h o u r
.

T h e r e s u l t s s h o w e d

t h a t t h e s u p p r e s s io n o f GJ I C i n d u e e d b y E L F M F s

w a s S ig n i f i e a n t l y i n h i b it e d i n t h e p r e s e n e e o f 1 0 n m o l /
L s T s 。 r 1 0 拼m o l / x

J

P M e [` ’ ]
, , u g g e s t i n g t h a t E L F

M F s e a n a e t iv a t e P K C
,

w h ie h l e a d s t o t h e h y p e r
-

P h o s P h o r y l a t io n o f e o n n e x i n 4 3
.

A s t u d y w a s a ls o d e s i g n e d w i t h t h e m e t h o d o f

m R N A d i f f e r e n t i a l d i s p la y t o s e r e e n a n d i d e n t i f y d i f
-

f e r e n t i a ll y e x p r e s s e d g e n e f o ll o w in g 5 0 H z M F s e x p o
-

s u r e t o D a u d i e e ll s i n o u r l a bo r a t o r y
.

T h i r t e e n f r a g
-

m e n t s r e s p o n d i n g t o E L F e x p o s u r e w e r e f o u n d
.

T w o

o f t h e m
,

M F
一

C A a n d M F
一

C B
,

w e r e d e m o n s t r a t e d t o

b e in v o l v e d i n t h e s i g n a l t r a n s d u e t i o n [ 12
, 13 ]

.

今

G a P ju n e t io n s a r e m e m b r a n e e h a n n e l s
, a n d t h e

n u m b e r a n d lo e a t i o n o f e o n n e x i n a r e im P o r t a n t f o r

n o r m a l GJ IC f u n e t io n
.

T h e lo e a t i o n o f e o n n e x i n 4 3

p or t e i n s i n C H L e e l ls w a s a n a l y z e d b y in d i r e e t im
-

m u n o f l u o r e s e e n e e h i s t o e h e m i s t r y w i t h e o n fo e a l m i
-

e or s e o P y
.

T h e r e s u l t s s h o w e d t h a t a f t e r b e i n g e x -

P o s e d t o 5 0 H z ,

0
.

8 m T E L F M F s f o r 2 4 h
,

t h e CH L

e e l l s d e m o n s t r a t e d a r e d u e t i o n in Pl a s m a m e m b r a n e -

a s s o e ia t e d e o n n e x i n 4 3 im m u n o s t a i n i n g
, a n d a n i n

-

e r e a s e i n t h e e y t o p la s m
, e s p e e i a l ly n e a r / o n t h e o u t e r

m e m b r a n e o f n u e le u s
.

W
e s t e r n b l o t a n a l y s i s f u r t h e r

e o n f i r m e d t h a t t h e q u a n t i t y o f e o n n e x i n 4 3 p or t e i n i n

e y t o Pl a s m in e r e a s e d a f t e r t r e a t m e n t o f E L F M F s
.

T h e s e p h e n o m e n a s u g g e s t e d t h a t e o n n e x in 4 3 i n t e r
-

n a l iz a t i o n f r o m P la s m a m e m b r a n e t o e y t o p l a s m s h o u l d

b e r e l a t e d t o
GJ I C s u p p r e s s i o n i n d u e e d b y E L F M F s

.

In t h e a bo v e e x P e r im e n t s
,

T P A
, a t y p i e a l e a n e e r

p r o m o t e r a n d a e t iv a t o r o f p or t e in k i n a s e C ( P K C )
,

w a s u s e d a s a p o s i t i v e e o n t or l
.

T h e r e a r e m a n y s im i
-

l a r i t i e s b e t w e e n t h e e f f e e t s o f E L F a n d T P A
,

i
.

e
.

( i )

GJ I C e a n b e i n h ib i t e d b y b o t h E L F a n d T PA i n a

d o s已 d e p e n d e n t m a n n e r
.

T h e i n h ib i t io n o f GJ IC b y

5 0 H z ,

0
.

8 m T
,

2 4 h E L F M F s e x p o s u r e i n C H L o r

N I H 3 T 3 c e l l。 m a t e h e s t o t h a t o f 3 一 5 n g / m L T P A ;

( 11) t h e s u p p r e s s i o n o f GJ IC i n d u e e d b y E L F o r T P A

e a n b e in h ib i t e d b y P K C in h ib i ot r s ; ( 111 ) E L F o r

T P A t r e a tm e n t o f e u lt u r e d e e l ls d o n o t e h a n g e t h e

l e v e l o f e o n n e x i n 4 3 m RN A ; ( iv ) b o t h T P A a n d E L F

e a n i n d u e e t h e h y P e r P h o s P h o r y l a t io n o f e o n n e x i n 4 3
,

a n d i t s i n t e r n a li z a t io n : a n d ( v ) E L F e a n w o r k i n s y n
-

臼

oS m e

t io n f a e t o r s

o n e o g e n e P r o d u e t s
, a s t h e s i g n a l t r a n s d u e

-

p l a y a n im p o r t a n t r o le i n t h e p r o e e s s o f

GJ IC i n h ib i t i o n
.

GJ IC e a n b e in h ib i t e d w h e n e e l ls

w e r e t r a n s f e e t e d b y o n e o g e n e s
.

I t h a d b e e n d is e o v -

e r e d t h a t E L F e o u ld a l t e r t h e t r a n s e r i p t io n a l a e t i v i t y

o f 。 一

fo : a n d e了u n , a n d OF
S a n d J u n e o m b i n i n g d o

- 拍



P ro g r e s s in N a t u r a l S e i e n e e V o l 12 N o
.

3 2 0 02 1 6 9

m a in s w e r e a ls o f o u n d i n C x 4 3 p ro m o t e r

q u e n e e [ 14 ]
.

w
e f o u n d t h a t 0

.

5 m T o r 0
.

4 m T E L F

e o u l d e n h a n e e t h e t r a n s e r ip t i o n a l a e t i v i t y o f 。 一fo : b y

T p A [ 15 ]
.

T h e a b o v e f in d i n g s s u g g e s t t h a t s i g n a l t r a n s d u e -

t io n P a t hw a y s s h o u ld b e i n v o lv e d in t h e in h ib i t io n o f

GJ I C in d u e e d b y E L F M F s
.

4 P r o s P e e t

A s a n e w p o s s i b le h u m a n e a r e i n o g e n [ 1 6 ]
,

t h e b i
-

o lo g i e a l e f f e e t o f E L F M F s h a s a t t r a e t e d g r e a t a t t e n
-

t i o n w o r l dw i d e
.

I t 15 b e li e v e d t h a t M F s a e h i e v e s i t s

e f f e e t s o n e a r e i n o g e n e s is p r o e e s s b y s i g n a l t r a n s d u e -

t i o n p a t hw a y s
.

H o w e v e r ,
t h e k n o w le d g e o f E L F o n

s ig n a l t r a n s d u e t i o n 15 l im i t e d
, a n d m a n y li n k s b e

-

t w e e n t h e m s h o u ld b e f u r t h e r e lu e i d a t e d
.

I t 15 a l s o a n

i n t e r e s t i n g q u e s t i o n t h a t w h e t h e r P h y s i e a l f a e t o r s ,

s u e h a s M F s , a n d e h e m i e a l f a e t o r s , s u e h a s T P A
,

s h a r e s o m e s im i la r s ig n a l t r a n s d u e t io n Pa t h w a y s
.

W h e n e h e m i e a l f a e t o r s r e a e t w i t h P r o t e i n s ,

D N A o r

o t h e r e h e m i e a l s i n e e ll s
,

p h y s i e a l f a e t o r s m a y a e t a s

l ig a n d s t o s P e e if i e a l r e e e P t o r s a n d a e h i e v e t h e i r e f
-

f e e t s
,

b u t t h e r e 15 l i t t l e k n o w le d g e a b o u t t h i s k i n d o f

r e e e P t o r s 5 0 f a r
.

V a r i e t ie s o f e h e m ie a l b i n d i n g d o m a in s o n D N A

m o l e e u le s h a v e b e e n d is e o v e r d
.

A r e t h e r e a n y b i n d i n g

d o m a i n s o f p h y s ie a l f a e t o r s e x i s t ? L i n e t a l
.

[1 7 ] r e -

P o r t e d t h a t a m a g n e t i e f i e ld d o m a in e x i s t s i n t h e p r o -

m o t e r s e q u e n e e o f h s p 7 0 g e n e
.

A l t h o u g h f u r t h e r

s t u d y s h o u l d b e do n e ,

p h y s ie a l f a e t o r s , a s a n in f o r -

m a t i o n o r e n e r g y
,

h a v e t h e i r t a r g e t s o n e e l l s
.

T h e r e -

f o r e ,

it 15 b e li e v e d t h a t t h e r e a e t i o n o f o r g a n i s m t o

P h y s i e a l f a e t o r s w i ll b e e l u e i d a t e d
, a n d a t h o r o u g h

k on w le d g e o f t h i s p or e e s s w il l h a v e a g r e a t im P a e t o n

li f e s e i e n e e
.

R e fe r e n C e S

1 B y u s ,

C
.

V
.

e t a l
.

I n e re
a s e d o

rn i t h i n
e
d
e e a r

ob
x y la s e a e t iv i t y i n

e u l t u r e d e e lls e x p o s u r e d t o l o w e n e r g y m o d u l
a t e d m i e r o w a v e f i e ld s

a n d p ho
r

ob l
e s t e r P r o m o t e rs

.

C a n e e r R e s
.

,

1 9 9 8
,

4 8
:
4 2 2 2

.

2 H a r l a n d
,

J
.

D
.

e t a l
.

E n v ior
n m

e n t a l m
a g n e t i e f i e ld s i n h ib i t t h e a n

-

t 11) r o l i fe r a t i v e a e t i o n o f t a m o x i f e n
a n d m e la t o n i n i n a h u m a n b r e a s t

e a n e e r e e l l li n e
.

B i o e l e e t r o m眼n e t i e s , 1 99 7
,

1 8
:
5 55

.

3 P h i llip` J
.

L
.

e t a l M ag n e t i e f i e ld
一

i n d u e e d e h a n g e s i n s p e e i f ie

g en e t r an s e r ip t ion
.

B ioc h em
.

iB o p ll y s
.

A e t a ,

1 9 9 2
,

1 1 3 2
: 14 0

.

4 C e s e n
一

C u m m i n g s ,

K
.

e t a l
.

F r e q u e n t r e d u e t io n o f g a p Ju n e t i o n a l

in t e r e e l lu la r e o m m u n i e a t i o n an d C x 4 3 e x P r ess i o n i n h u m a n a n d

m o u s e lu n g e a r e i n o m a e e l l s
.

C a r e i n o g e n e s i s ,

1 9 9 8
,

19
:
6 1

.

5 Y a m
a s a k i

,

H
.

e t a
l

.

oC
n n e x i n s in t u rn o r s u p p r e s s io n a n d e a n e e r

t h e r a p y
.

N o v a rt is oF
u n d S y rn p

.

, 1 9 9 9
,

2 19
:
2 4 1

.

6 L i
,

C
.

M
.

e t a l
.

E f f e e t s o f 50凡 m a g n e t i e f i
e
ld s o n g a p j

u n e t i o n a l

in t e r e e llul a r e o m m u n i e a t ion B i o e l e e t r o m喀n e t i e s ,

1 99 9
,

2 0
:
2 9 0

.

7 L i
,

C
.

M
.

e t a l
.

E x oP
s u r e t o 50

一

ZH
e le e t r o m昭 n e t i e f i e ld s : e f f e e t s

o f t im e a n d f i e ld s t r e n g t h on g a p j u n e t i o n a l i n t e r e e llu la r C o m m u n ie a
-

t i c ) n s
.

E l e e t or
一

M a g n e t o bi o l o g y
,

19 9 9
,

1 8
:
2 4 9

.

8 L i
,

C
.

M
.

e t a l
.

E f f e e t s o f p u l s i飞 m堪n e t i e f i e ld s o n g a p j u n e t i o n
-

a l i n t e r e e l lu l a r e o m m u n i e a t i o n
.

C h i n e s e B i o m e d
.

E n g
.

( i n C h i
-

n es e )
,

2 0 0 1
,

2 0
:
1 4 8

.

9 I C N IR P
.

G u id e l i n e s fo
r
l i rn i t i n g e x

印
s u r e t o t im e

一
v a r y i n g e l e e t r i e

,

m a g n e t i e , a n d e l e e t r o rn 昭 n e t i e fi e ld s ( u p ot 3 0 0 G H z )
.

H e a l t h

P h y s
.

, 19 9 8
,

7 4 ( 4 )
: 4 9 4

.

1 0 H u
,

G
.

L
.

e t a l
,

A b s e n e e o f E L F m昭 n e t i e fi e ld e f fe e t s o n t r a n
-

s e r ip t io n o f t h e co n n e x i n 4 3 g e n e
.

E le e t
or

一

M昭n e t o b i o l呛 y
,

2 0 0 0
,

19 ( 3 )
:
3 4 5

.

1 1 C h ia n g ,

H
.

e t a l
,

T h e m e e h a n is m o f
s u p p r e s s i o n o f g a p j

u n e t i o n a l

i n t e r e e l lu l a r e

orn rn u n i e a t i o n by 5 0
一

H z m a g n e t ie f i e ld s
.

E l e e t or
-

M
a g n e t o b i o lo g y ,

19 9 9
,

18
:
2 4 3

.

12 W u
,

R
.

Y
.

e t a l
.

T h e e f f e e t o f 5 0 H
z
m a g n e t i e f i e ld o n G C S m R

-

N A e x p r e s s i o n i n lym p h o m a B e e ll b y d i f fe r e n t ial di s p l a y
.

J
.

C e l l

B i o e h e m
.

,

2 0 0 0
,

7 9 ( 3 )
:
4 60

.

13 W u ,

R
.

Y
.

e t a l
.

C l o n i飞
a n d id e n t i fi e a t i o n o f m a g n e t i e f i e ld

一
r e

-

s

卯
n s i v e g e n e s i n D a u d i 。 e ll s

.

C h i n e s e cS i
.

B u l l
.

,

2 0 0 0
,

4 5 ( 1 1 )
:

1 0 0 6
.

14 G e i
om

n e n t
,

E
.

e t a l
.

A e t i v a t i o n o f P ro
t e i n k i n as e C i n h u m an u t e r

-

i n e s
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