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Одной из особенностей архитектуры клеток пластинчатых является их относитель-
но небольшой размер (∼4-7 мкм), вследствие чего методы флюоресцентной микроскопии
ограничены разрешением камеры микроскопа и объективами. Мы предлагаем решение
данной проблемы с помощью метода расширительной микроскопии, который позволяет
увеличить размеры изучаемого объекта от 2x до 20x.

Методы расширительной микроскопии включают шесть последовательных этапов: 1)
окрашивание; 2) фиксация животных; 3) помещение образцов в раствор мономера с ини-
циатором и катализатором; 4) полимеризация; 5) обработка полимера энзимным буфером;
6) диализ гидрогеля деионизированной водой.

Окрашивание животных проводили с помощью DAPI и акридинового оранжевого в
течение 1 ч инкубации. Затем фиксировали животных 0,25%-ным глутаровым альдегидом
в течение 10 минут при комнатной температуре. Аккуратно промывали 0,1 М PBS три
раза по 5 минут. Смесь раствора мономера с 0,5% персульфата аммония и 0,5% TEMED
помещали при +4∘С для предотвращения начала полимеризации (Romanova, Frank, Moroz,
2025). После монтажа образцов: мы 1) помещали половину объема мономерного раствора
на покровное стекло, затем 2) переносили особи (отдельно) в минимальном объеме PBS,
и 3) добавляли остаток мономерного раствора (МР). Аккуратно перемешивали МР на
охлажденном хладагенте (+4∘С); затем помещали чашку Петри при +4∘С на 5 мин для
пропитки образца МС. Далее чашку Петри переносили в термостат при +37∘ С на 1 час
для полимеризации. После полимеризации мы получили затвердевший полимер, который
инкубировали в 3 мл энзимном буфере с 16 мкл протеиназы K при +37∘С в течение
2 часов. При замене деионизированной водой: добавили 1 мл деионизированной воды,
далее через 20 минут (3 раза), затем повторили в течение 2–3 часов, постепенно сокращая
временные интервалы. Хранили гидрогель при температуре +4∘С в холодильнике. Так
же, мы проверили возможность длительного хранения образцов в гидрогеле в течение
1–2 недель при температуре +4∘С в холодильнике. Этот метод может использоваться в
длительных морских экспедициях.

Результат: новый метод значительно расширяет возможности для детальных микро-
скопических исследований в сочетании с физиологическими исследованиями за счет уве-
личения размеров тела объекта без морфологических, цитологических или структурных
повреждений.
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