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Оптимізація методу ізолювання ядер  
для електрофізіологічних досліджень іонних каналів 
ядерної мембрани кардіоміоцитів щура
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Оптимізовано умови ізолювання ядер кардіоміоцитів, придатних для електрофізіологічних 
досліджень іонних каналів нативної ядерної мембрани. Визначальним критерієм результативності 
вивчення біофізичних властивостей транспортувальних систем нативної ядерної мембрани є 
збереження структурної та функціональної інтактності ізольованих ядер. Оцінювання якості 
отриманих зразків здійснювали, реєструючи іонні струми крізь ядерну мембрану методом patch-
clamp у конфігурації nucleus-attached або excised patch у режимі фіксації потенціалу. В наших 
експериментах протестовано розчини різного складу та порівняно якість зразків, отриманих 
із застосуванням відмінних способів гомогенізації міокарда. Встановлено, що найчастіше 
зареєструвати активність іонних каналів ядерної мембрани вдавалося за умов ізолювання ядер 
у розчині такого складу (ммоль/л): цукроза – 300, KCl – 60, HEPES – 10 (pH 7,2) з додаванням 
суміші інгібіторів протеаз, DL-дитіотриетолу (1 ммоль/л) та гліцерину, застосовуючи скляний 
гомогенізатор (Dounce).
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ВСТУП

Ядра еукаріотів мають досить великі розміри 
порівняно з іншими клітинними органелами, 
що робить їх вдалим об’єктом для електро-
фізіологічних досліджень. Ядерна оболонка 
утворена двома функціонально відмінними 
мембранами [1]. Зовнішня мембрана є про-
довженням мембран ендоплазматичного ре-
тикулума [2], тому її можна використовувати 
для дослідження властивостей каналів, які в 
ньому експресовані. Із застосуванням таких 
методів, як флуоресцентна мікроскопія [3, 
4], імуноблотинг [5], patch-clamp [5-7] тощо, 
було показано наявність іонних каналів у 
ядерній мембрані. Згідно з даними різних 
авторів, ядерна мембрана містить декілька 
типів каналів селективних для іонів калію [6], 
хлору [7, 8] та інозитол-1,4,5-трифосфатні 
рецептори [5, 6]. 

Вчені давно намагаються підібрати оп
тимальні умови для виділення ядер із різних 
типів тканин. Перші протоколи ізолювання 
ядер із застосуванням центрифугування 
в градієнті цукрози розробив Svedberg і 
співавт. ще у 40-х роках ХХ ст. Пізніше Potter 
(1946), Schneider (1948) та інші дослідники 
вдосконалили цей метод, застосувавши 
гіпертонічні розчини цукрози. Проте виділи
ти цілісні ядра на той час ще не вдавалося 
(див. [9]). Визначальним критерієм якості 
об’єкту (ядра) для електрофізіологічних 
експериментів є збереження цілісності його 
мембран і функціональної активності іонних 
каналів, котрі в них експресовані.

Ядра придатні для такого типу досліджень 
уперше вдалось ізолювати з клітин печінки 
[7], згодом почали виділяти ядра з нейро-
нів [6, 10], кардіоміоцитів [4, 11], культури 
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клітин DT40-3KO [12]. Однак методичний 
підхід, який застосовують для ізолювання 
ядер із тканин одного типу, може виявитися 
непридатним для їх виділення з тканин інших 
типів через різницю в структурі клітин і 
тканин [9]. Наприклад, м’язова тканина є 
набагато жорсткішою порівняно з нервовою 
завдяки наявності міофіламентів та щільних 
контактів між клітинами. Попри велику кіль
кість розроблених протоколів ізолювання 
ядер кардіоміоцитів [4, 11], відокремити їх 
в неушкодженому стані залишається доволі 
складним завданням. Запропоновані методи 
здебільшого є трудомісткими і тривалими 
в часі, що може призвести до модифікації 
білкової фракції та істотно вплинути на 
функціонування іонних каналів.

Найчастіше для вивчення властивостей 
внутрішньоклітинних іонних каналів мето
дом patch-clamp використовують мікросоми 
або біліпідні шари [5, 13], однак за цих умов 
порушується природне оточення каналу 
та вплив на нього внутрішньоклітинних 
чинників. Тому важливим аспектом розумін
ня природи їх функціонування є дослідження 
в нативному стані, що стає можливим у разі 
ізолювання інтактних органел.

Метою цієї роботи було оптимізувати 
умови ізолювання ядер кардіоміоцитів, які 
були б придатними для електрофізіологічних 
досліджень іонних каналів у нативній ядер
ній мембрані.

МЕТОДИКА

Виділення ядер кардіоміоцитів. Дослідження 
проводили на щурах ліній Вістар та Фішер 
віком від 3 діб до 2 міс. Усі експериментальні 
процедури виконували відповідно до поло
жень Европейської Конвенції із захисту 
тварин, яких використовують в експеримен
тах (Страсбург, 1986). Після декапітації 
тварини швидко виділяли серце й поміщали 
в оксигенований розчин Кребса-Хенке такого 
складу (ммоль/л): NaCl – 118,1; NaHCO3 – 25; 
KCl – 4,7; NaH2PO4 – 1,4; MgCl2 – 1,2; CaCl2 – 1; 

глюкоза – 11,1 (pH 7,4) або розчин на основі 
NaCl, який містив (ммоль/л): NaCl – 150; 
HEPES – 10; EДTA – 1 (pH 7,4). 

Після відмивання від крові серце пере
носили в розчин для гомогенізації, в якому 
його подрібнювали за допомогою скальпеля 
або мікрохірургічних ножиць. Для дослід
жень використовували як свіжовиготовлені, 
так і заморожені зразки. Перші відразу 
гомогенізували та проводили на них експе
римент. Решту зразків заморожували в епен
дорфах у 1 мл розчину для гомогенізації, 
який виготовляли на основі калію глюконату 
(ммоль/л): калію глюконат – 150; EДTA – 1; 
HEPES – 10; HEPES-калієва сіль – 10 (рН 7,2) 
або цукрози різної концентрації (ммоль/л): 
1) цукроза – 300; KCl – 60; HEPES – 10; 
EДTA – 2; EГTA – 0,5; 2) цукроза – 150; KCl 
– 60; HEPES – 10; EДTA – 1; 3) цукроза – 
300; KCl – 60; HEPES – 10; 4) цукроза – 250; 
tris-HCl – 50; MgCl2 – 5 (pH 7,2). Також у 
розчин для гомогенізації додавали інгібітор 
трипсину – соєвий (type I-S; 0,1 мг/мл) або з 
курячого яєчного білка (type II-O; 0,1-2 мг/мл) 
(«Sigma», США) або суміш інгібіторів протеаз 
(сОmplete Protease Inhibitor Cocktail tablets, 
«Roche», Німеччина) у концентрації зазначеній 
виробником та 1 ммоль/л DL-дитіотриетолу. 
Всі процедури виконували на охолодженій 
підставці. Розчини виготовляли на деіонізова
ній воді, використовуючи реагенти фірми 
«Sigma» (США) або «Roche» (Німеччина).

Гомогенізацію тканини проводили при 
1-4°С із застосуванням скляного гомоге
нізатора об’ємом 2 мл (Dounce «Bellco 
Glass», США) або скляного гомогенізатора 
з тефлоновим поршнем. Отриманий гомоге
нат поміщали у центрифугу (miniSpin «Ep
pendorf AG», Гамбург, Німеччина) на 10 хв 
при 1000 g (4°С). Супернатант зливали, а 
осад ресуспендували розчином, що містив 
(ммоль/л): KCl – 150; HEPES – 8; HEPES-
калієва сіль – 12; EГTA – 1 (pH 7,2) – далі 
робочий розчин KCl.

Суспензію поміщали в робочу камеру 
об’ємом 200 мкл (зі скляним дном) і залишали 
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на 5-7 хв для осідання ядер. Потім препарат 
відмивали від залишків інших органел робо
чим розчином KCl, яким заповнювали також і 
patch-піпетки. Докладніше про пристосування 
методичного підходу виділення ядер описано 
у розділі результати та їх обговорення. 
Візуалізацію ядер кардіоміоцитів проводили 
із використанням інвертованого мікроскопа 
(«LEICA DM IRB», Німеччина).

Електрофізіологічні дослідження. По
одинокі іонні струми реєстрували, вико
ристовуючи метод patch-clamp у конфігурації 
nucleus-attached або excised patch у режимі 
фіксації потенціалу. Значення показників 
отримували за допомогою підсилювача 
Visual-Patch 500 («Bio-Logic», Франція). 
Patch-піпетки з опором від 9 до 14 МОм 
виготовляли з боросилікатного скла (“Shutter 
Instruments”, США). Індиферентний електрод 
Ag-AgCl був сполучений із робочою камерою 
через агаровий місток. 

Отримані результати були проаналізовані 
за допомогою програми Clampfit 10.3 (“Axon 
Instruments”, США). Для графічного зобра
ження результатів використовували OriginPro 
9.0 (“OriginLab Corporation”, США).

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

Властивості, а також функціональна роль 
іонних каналів ядерної мембрани до кінця не 
з’ясовані, очевидно, через труднощі пов’язані 
з виділенням ядер, котрі були б придатними 
для електрофізіологічних досліджень. Є 
припущення, що іонні канали ядерної мемб
рани беруть участь у підтриманні іонного 
балансу між цитоплазмою / нуклеоплазмою 
й люменом ядра [14, 15].

Структурна та функціональна інтактність 
ізольованих ядер є визначальною у разі 
дослідження біофізичних властивостей 
транспортувальних систем нативної ядерної 
мембрани. При оптимізації протоколу ізо
лювання ядер слід враховувати мету дослід
ження, оскільки, наприклад, застосування 
імунологічних методів передбачає виділення 

чистої фракції ядер без залишків органел, 
а для електрофізіологічних досліджень 
чистота фракції не є визначальною.

Відомо, що склад розчину для гомогеніза
ції слід пристосовувати до різних типів тканин 
залежно від їх структури й жорсткості. Тому 
першим етапом роботи став підбір середови
ща оптимального складу для гомогенізації 
міокарда. Після виділення серця та відми-
вання від крові розчином Кребса-Хенке або 
на основі NaCl, його переносили в сере
довище для гомогенізації, подрібнювали та 
використовували в експериментах одразу або 
заморожували для подальшого використання. 

Найчастіше для гомогенізації тканин 
використовують розчини на основі калію глю
конату [6, 10] та цукрози різної концентрації 
[16, 17]. Ми тестували середовища різного 
складу узагальнені з кількох протоколів [5-7]. 
Спочатку тканину подрібнювали в розчині (n 
= 8), який раніше пристосовано для виділення 
ядер нейронів [6]. Однак, м’язова тканина є 
більш жорсткою, тому з метою збільшення 
густини середовища його виготовляли на 
основі цукрози (150 ммоль/л – 2 моль/л).

Наші результати засвідчують, що най
краще для виділення ядер підходить розчин, 
що містив (ммоль/л): цукроза – 300; KCl – 
60; HEPES – 10; рН 7,2. На противагу цьому, 
середовища з цукрозою в концентрації менше 
ніж 300 ммоль/л (див. Методика) виявили-
ся недостатньо густими, щоби повноцінно 
гомогенізувати тканину. У виділеній в ньому 
суспензії містилося мало інтактних ядер 
(3-4 ядра на камеру) і на них були залишки 
ендоплазматичного ретикулума (n = 60). 
Цукрозу також пробували застосовувати в 
концентрації 1-2 моль/л. У свіжовиділених 
в такому середовищі зразках (n = 2) вдалося 
зареєструвати іонні струми крізь ядерну 
мембрану, але при заморожуванні зразків, 
внаслідок меншої густини, вони піднімалися 
на поверхню і висихали, що робило їх 
непридатними для дослідження (n = 1). 

Щоб збільшити густину, досить часто до 
розчину для гомогенізації тканин додають 
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гліцерин [9, 18]. Поверхня ядер, ізольованих  
у середовищі з додаванням гліцерину (200 
мкл/мл) була достатньо очищена від залишків 
ендоплазматичного ретикулума. Відмінностей 
у якості зразків за додавання гліцерину перед 
або після заморожування не спостерігали.

Для запобігання активації протеаз до 
розчину для гомогенізації зразків додавали їх 
інгібітори. У ядрах зі зразків, виготовлених 
із додаванням інгібітора трипсину Type II-O 
(n = 31) в різних концентраціях, а також 
Type I-S (n = 15) активність іонних каналів 
спостерігали вкрай рідко, що може свідчити 
про ушкодження білкової фракції ядерної 
мембрани. Ядра, крізь внутрішню мембрану 
яких нам вдавалося систематично реєст
рувати іонні струми, виділяли з викорис
танням суміші інгібіторів протеаз («Roche», 
Німеччина) та 1 ммоль/л DL-дитіотриетолу 
(«Sigma», США) [5, 10], який відновлює ди-
сульфідні зв’язки в молекулах білка.

Надалі ми підбирали оптимальний спосіб 
гомогенізації міокарда. Найбільш поширені 
процедури ізолювання ядер із кардіоміоцитів 
передбачають використання скляного гомо
генізатора з тефлоновим поршнем [7], T-25 
Ultra-Turrax probe (IKA) [11], Dounce (скляний 
2 мл із поршнем B) [6, 19] або Duall (скляний 
1 мл із поршнем PTFE) [19]. До того ж, Mak 
i співавт. [19] наголошують, що потрібно 
спробувати кілька екземплярів тієї самої 
моделі, оскільки навіть серед них можуть 
бути значні відмінності. Для ізолювання 
ядер з нейронів застосовують металеву 
голку [10], однак для кардіоміоцитів такий 
метод не підходить через щільні контакти 
між клітинами міокарда та наявність міо
філаментів, що робить тканину жорсткою.

Спочатку ми застосовували скляний 
гомогенізатор із тефлоновим поршнем і 
гомогенізували ним до отримання однорідної 
суспензії вручну (10-12 ходів поршня) або 
з використанням двигунного приводу (4-7 
ходів). Потім гомогенат фільтрували крізь 
нейлонову тканину та центрифугували 
при 1000 g (4°С) упродовж 10 хв. Після 

цього надосадову рідину зливали, а осад 
ресуспендували в 1 мл робочого розчину KCl. 
В ядер отриманих у такий спосіб мембрана 
була ушкодженою, гігаомні контакти не були 
стабільними, а в поодиноких випадках, коли 
вдавалося здійснити реєстрації, отримані 
записи містили багато артефактів.

Тому в наступних серіях експериментів 
ми використовували скляний ручний гомо
генізатор Dounce (4-6 ходів поршня до 
утворення однорідної суспензії). Подальші 
процедури виконані згідно протоколу як і з 
застосуванням тефлонового гомогенізатора. 
У разі застосування скляного гомогенізатора, 
мембрана ядер була очищена від залишків 
ендоплазматичного ретикулума, легко утво
рювалися гігаомні контакти та вдавалося 
зареєструвати іонні струми через канали 
ядерної мембрани.

В описаних раніше протоколах ізолю
вання ядер для отримання максимально 
очищеної фракції застосовують багатоетапне 
диференційне центрифугування, яке займає 
від 25 хв до кількох годин [5, 7].  Для 
електрофізіологічних досліджень чистота 
виділеної фракції не є визначальною, оскіль
ки після осідання ядер на дно камери, 
ми відмиваємо залишки інших органел 
великою кількістю (8-10 мл) робочого розчину 
KCl. Завдяки цьому можна обмежитись 
одним центрифугуванням та скоротити 
його тривалість до 10 хв. Менша тривалість 
процедури ізолювання ядер зменшує ймо
вірність порушення функціональної інтакт
ності каналів до початку експерименту. Такий 
спосіб виділення дав змогу отримати цілісні 
ядра кардіоміоцитів, очищені від залишків 
ендоплазматичного ретикулума (рис. 1). 
Помітної різниці між якістю ядер, виділених 
з кардіоміоцитів щурів ліній Вістар і Фішер 
не спостерігали. В обох випадках вдавалося 
реєструвати іонні струми через канали, 
зокрема калій-селективні катіонні канали 
великої провідності – LCC-канали (рис. 2). 

Важливим етапом досліджень було вста
новлення оптимального віку тварин для 
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отримання достатньої кількості неушкод
жених ядер кардіоміоцитів. Експеримен
тальні процедури проводили на щурах віком 
від 3 діб до 2 міс. Активність іонних каналів 
вдавалося зареєструвати в ядерній мембрані 
кардіоміоцитів щурів усіх вікових груп. Тим 
не менше у тварин від 3 до 14 діб (n = 19) 

міокард є невеликим і серцевої тканини не-
достатньо для виготовлення необхідної нам 
кількості заморожених зразків. Заморожу-
вання зразків дає змогу використовувати їх 
упродовж кількох днів з моменту виділення 
міокарда, що значно зменшує загальну трива-
лість проведення експериментів та кількість 
піддослідних тварин [10]. З’ясувалося, що 
виділяти ядра найкраще з міокарду щурів 
віком 3-4 тиж (n = 200). У тварин старшого 
віку (1,5-2 міс) кількість фібробластів та 
ендотеліальних клітин у складі міокарда 
суттєво перевищує кількість кардіоміоцитів 
[20-22], що позначається, відповідно, і на 
відсотковому співвідношенні ізольованих 
ядер (n = 16).

Запропонована нами оптимізація методу 
ізолювання ядер кардіоміоцитів є простою 
в застосуванні завдяки відсутності таких 
детергентів, як NP-40 або Triton X-100, які 
зазвичай використовують для руйнування 
мембрани. Крім цього, вона дає змогу значно 
скороти тривалість процедури виділення 
ядер, що зменшує ймовірність ушкодження 
білків. Узагальнена схема виділення ядер 
кардіоміоцитів щура для реєстрації іонних 
струмів методом patch-clamp представлена 
на рис. 3.

Оптимізація методу ізолювання ядер для електрофізіологічних досліджень іонних каналів ядерної мембрани кардіоміоцитів щура

Рис. 1. Ізольоване ядро кардіоміоцита у розчині такого 
складу (ммоль/л): KCl – 150, HEPES – 8, HEPES-калієва 
сіль – 12, EГTA – 1; pH 7,2

Рис. 2. Оригінальна реєстрація іонних струмів через катіонні канали великої провідності у внутрішній ядерній мембрані 
кардіоміоцитів при потенціалах +40 мВ і - 40 мВ; 0 – нульовий рівень (всі канали закриті), 1, 2, 3 – рівні відкривання 
одного, двох та трьох каналів відповідно; реєстрація в симетричному середовищі (ммоль/л): KCl – 150; HEPES – 8; 
HEPES-калієва сіль – 12; EГTA – 1 (pH 7,2)
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Отже, нам вдалося оптимізувати умови 
ізолювання ядер кардіоміоцитів, які є при
датними для patch-clamp реєстрації іонних 
струмів через внутрішню ядерну мембрану 
кардіоміоцитів. Для цього ядра найкраще 
ізолювати з міокарда щурів віком 3-4 тиж. 
Для виділення серця та відмивання його 
від крові підходять як оксигенований роз
чин Кребса-Хенке, так і на основі NaCl. 
Найбільш оптимальним складом розчину для 
гомогенізації виявився (ммоль/л): цукроза – 

300; KCl – 60; HEPES –10 (рН 7,2). Реєстра-
ції активності іонних каналів внутрішньої 
ядерної мембрани найчастіше вдавалося 
здійснити використовуючи для виділення 
ядер тканинний гомогенізатор Dounce і до-
даючи до розчину для гомогенізації суміш 
інгібіторів протеаз («Roche» Німеччина), 
гліцерин (200 мкл/мл) та DL-дитіотриетол 
(1 ммоль/л). Іонні струми через канали 
реєстрували як на свіжоізольованих, так і на 
заморожених зразках. 

Рис. 3. Узагальнена схема виділення ядер кардіоміоцитів щура для реєстрації іонних струмів методом patch-clamp

Виділення серця та відмивання від крові
оксигенованим розчином Кребса-Хенке (ммоль/л): NaCl – 118,1; NaHCO3 – 25;  

KCl – 4,7; NaH2PO4 – 1,36; MgCl2 – 1,2; CaCl2 – 1; глюкоза – 11,1 (pH 7,4),
або розчином на основі NaCl (ммоль/л): NaCl – 150, HEPES – 10, EДTA – 1 (pH 7,4)

Подрібнення міокарда
скальпелем або мікрохірургічними ножицями

Гомогенізація тканини
в розчині такого складу (ммоль/л): цукроза – 300, KCl – 60, HEPES – 10 (рН 7,2)  

з додаванням 200 мкл/мл гліцерину та суміші інгібіторів протеаз «Roche».  
Використовуючи ручний гомогенізатор (Dounce) (4-6 ходів поршня)

Центрифугування гомогенату
при 1000 g (4°С) упродовж 10 хв

Відбирання надосадової рідини та ресуспендування осаду 
 розчином KCl (ммоль/л): KCl – 150; HEPES – 8; HEPES-калієва сіль – 12; EГTA – 1 (pH 7,2)

Електрофізіологічне дослідження

Фільтрування отриманого гомогенату 
через нейловову тканину
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OPTIMIZATION OF THE METHOD 
OF NUCLEI ISOLATION FOR 
ELECTROPHYSIOLOGICAL STUDIES 
OF ION CHANNELS IN THE NUCLEAR 
MEMBRANE OF THE RAT CARDIOMYO-
CYTES

The conditions for the nuclei isolation from cardiomyocytes 
for electrophysiological studies of ion channels in the native 
nuclear membrane were optimized. The structural and func-
tional intactness of isolated nuclei is crucial for investigation 
of the biophysical properties of the transport systems in the 
native nuclear membrane. The quality of the obtained sample 
was evaluated by ion currents recording through the nuclear 
membrane in nucleus-attached or excised patch configuration 
at voltage-clamp mode of patch-clamp technique. In our study 
the solutions with different compositions were tested and the 
quality of the samples obtained using different methods of 
myocardium homogenization were compared. We found that 
the activity of ion channels in the nuclear membrane were 
most often registered when myocardium was homogenized 
in solution with the next composition (mmol/l): sucrose – 
300, KCl – 60, HEPES – 10 (pH 7,2) with protease inhibitors 
cocktail, DL-dithiothreitol (1 mmol/l) and glycerol, using glass 
homogenizer (Dounce).
Key words: nuclear envelope; cardiomyocytes; nuclear frac

tion isolation; native membrane; patch-clamp; ion channels.
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ОПТИМИЗАЦИЯ МЕТОДА ИЗОЛИРОВА-
НИЯ ЯДЕР ДЛЯ ЭЛЕКТРОФИЗИОЛОГИ-
ЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ ИОННЫХ КА-
НАЛОВ ЯДЕРНОЙ МЕМБРАНЫ КАРДИО
МИОЦИТОВ КРЫСЫ

Оптимизировано условия изолирования ядер кардио
миоцитов пригодных для электрофизиологических 
исследований ионных каналов нативной ядерной мемб
раны. Определяющим критерием результативности 
изучения биофизических свойств транспортировочных 
систем нативной ядерной мембраны является сохранение 
структурной и функциональной интактности изолиро
ванных ядер. Оценку качества полученных образцов 
осуществляли путем регистрации ионных токов через 
ядерную мембрану с помощью метода patch-clamp 
в конфигурации nucleus-attached или excised patch в 
режиме фиксации потенциала. В наших експериментах 
протестированы растворы различного состава, а так
же сравнивали качество образцов, полученных с при
менением различных способов гомогенизации мио
карда. Установлено, что чаще всего зарегистрировать 
активность ионных каналов ядерной мембраны удавалось 
в условиях изолирования ядер в растворе такого состава 
(ммоль/л): сахароза – 300, KCl – 60, HEPES – 10 (pH 
7,2) при добавлении смеси ингибиторов протеаз, DL-
дитиотриетола (1 ммоль/л) и глицерина, применяя 
стеклянный гомогенизатор (Dounce).
Ключевые слова: ядерная мембрана; кардиомиоциты; 
выделение ядерной фракции; нативная мембрана; patch-
clamp; ионные каналы.
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