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Введение
Лягушка травяная (Rana Temporaria) является самым распространенным и удобным лабораторным животным, с которым имеют дело работники различных специальностей. Легкость добывания, живучесть, подходящие размеры – вот главные свойства, сделавшие ее издавна излюбленным животным для изучения. Помимо этого, лягушка является прекрасным объектом для исследования эмбрионального развития: формирования, развития и закладки различных систем. Преимуществом этого является возможность исследовать развитие не только путем изучения постоянных эмбриологических препаратов, но и непосредственно визуально оценивать особенности развития. 
Эутирокс – препарат гормонов щитовидной железы, синтетический левовращающийся изомер тироксина.
Актуальность:
Результаты исследования имеют высокую актуальность  в связи с возможностью использовать ранний эмбриогенез амфибий как экспресс-тест состояния и качества воды во временных природных водоемах весной, в виде микрокосма в лабораторных условиях  с оценкой состояния популяции изучаемых амфибий (плотность,  особенности питания и внутрипопуляционный прессинг) и как модель фундаментальных исследований эмбриогенеза опорно-двигательного аппарата в норме и при воздействии высоких доз гормона.

Гипотеза: тиреоидный гормон вызывает отклонения в эмбриогенезе лягушки травяной.
Цель: изучить эмбриогенез пояса задних конечностей и свободных конечностей лягушки травяной Rana Temporaria в норме и эксперименте.
Задачи:
1) Провести анализ литературы и определить стадии развития головастиков по строению рта и конечностей; проанализировать развитие задних конечностей и их пояса у головастиков лягушки травяной на разных стадиях развития;
2) Изучить эмбриогенез пояса задних конечностей и свободных конечностей головастиков в норме; 
3) Выявить возможные  аномалии в развитии головастиков в эксперименте.

Исследования проводились методом лабораторной обработки. Объем выборки составил 66 особей для исследования в норме и 30 особей для исследования в эксперименте.





Глава 1. Обзор литературы
1.1. Описание Rana  Temporaria
Царство: Animalia (Животные)
Подцарство: Eumetazoa (Эуметазои или настоящие многоклеточные)
Раздел: Bilateria (Двусторонне-симметричные, билатеральные)
Тип/Отдел: Chordata (Хордовые)
Подтип:Vertebrata (Позвоночные)
Класс: Amphibia (Земноводные или Амфибии)
Подкласс: Apsidospondyli  (Дугопозвонковые)
Отряд: Anura  (Бесхвостые земноводные)
Семейство: Ranidae (Настоящие лягушки)
Род: Rana (Настоящие лягушки)
Вид: Rana temporaria (Травяная  лягушка) [5]

Травяная лягушка (Rana  Temporaria) – довольно крупное животное: длина ее достигает 10 см. [10] Тело лягушки подразделяется на голову, туловище, передние и более длинные задние конечности (приспособление к движению прыжками). Шея внешне не выражена. Передняя конечность состоит из плеча, предплечья и кисти, задняя — из бедра, голени и стопы с пальцами, соединенными тонкой кожистой складкой — плавательной перепонкой (приспособление к плаванию). У основания первого (внутреннего) пальца передней конечности самца имеется вздутие — половая бородавка. По бокам широкой уплощенной головы располагаются крупные выпуклые глаза, снабженные малоподвижным  верхним и хорошо подвижным нижним веками. Ближе к концу морды располагаются парные ноздри. Позади глаз, над углом рта расположена барабанная перепонка, натянутая на полуокостеневшем хрящевом кольце и  закрывающая вход в полость среднего уха.                                                                                                                          По бокам тела у лягушек рода Rana расположены продольные утолщения кожи — спинно-боковые складки. Сверху у конца туловища расположено отверстие  клоаки. [6]
      Сверху тело лягушки травяной серо-бурое, коричневое, рыжее с большим или меньшим количеством черных, бурых или светлых пятен. Снизу грязно-белого или желтоватого цвета с пятнами, обычно образующими мраморный рисунок. На висках от глаза и далее почти до плеча идет суживающееся назад темное пятно. Внутренний пяточный бугор низкий. [4]



1.2.  Гистологические особенности развития головастиков
Предшественником кости в эмбриональном развитии земноводных служит хрящ, последовательно развивающийся от молодого до зрелого. Трубчатые кости конечностей закладываются как сплошные «хрящевые болванки» из гиалинового хряща, в последующем окостеневающие. Окостенение начинается с их средней части, распространяясь к проксимальному и дистальному концам. Одновременно кость увеличивается в размерах и в ней образуется внутренняя полость, занятая костным мозгом.
1.3. Эмбриогенез конечностей
Начало развития конечности связано с париетальным листком латеральной пластинки мезодермы, в котором под верхним краем происходит утолщение. Это есть миграция клеток и скопление их в массе мезенхимы, располагающейся между боковой мезодермой и эпидермисом. Целость (непрерывность) структуры париетального листка мезодермы не нарушается.
    У зародышей амфибий такое скопление мезенхимы происходит почти одновременно в районе будущих передних и задних конечностей. Однако в ходе развития зародыша в большей своей части эти сгущения мезенхимы рассасываются, а дифференцировка мезенхимы происходит только на «территориях конечностей».
    В этих областях эпидермис, покрывающий мезенхиму, несколько утолщается и выпячивается. Образующаяся таким образом почка конечности состоит из клеток мезодермального происхождения и клеток эпидермиса. Ведущая роль на первых этапах развития принадлежит мезенхиме.
  На стадиях, предшествующих формированию видимой почки конечности амфибий, экспериментами Б. И. Балинского и других авторов доказана «ведущая роль» мезенхимы, ее индуцирующее влияние на прилегающий эпидермис. Мезенхима выполняет роль как бы стимула специфической дифференцировки эпидермиса. В свою очередь эктодермальный гребень почки конечности влияет на дифференцировку клеточных элементов мезодермального происхождения, на все развитие почки конечности. 
По мере удлинения почки дистальная часть ее оказывается более плоской и более широкой. На этой стадии «лопатки», или «пластинки», длина всего зачатка превышает его ширину. Края лопатки становятся неровными: определяются небольшие выросты — зачатки пальцев, которые продолжают расти, а в промежутках между ними заметного роста не наблюдается. У амфибий сначала появляются первые два пальца, а затем последовательно появляются зачатки 3-го, 4-го и 5-го пальцев. По мере роста конечности происходит формирование трех отделов конечности и заложения суставов. Эти морфологические изменения представляют в сущности единый с тканевой дифференцировкой частей развивающейся конечности процесс. 
Источником для развития пояса конечностей является та же масса мезенхимы, от которой начинается и развитие почки конечности, а именно — периферическая часть этой мезенхимной массы. [13]
1.4. Эутирокс
Эутирокс – препарат гормонов щитовидной железы, синтетический левовращающийся изомер тироксина. После частичного превращения в трийодтиронин (в печени и почках) и перехода в клетки организма оказывает влияние на рост и развитие тканей, на обмен веществ. При применении в низких дозах левотироксин оказывает анаболическое действие на белковый и жировой обмен. При применении в средних дозах стимулирует рост и развитие организма, повышает потребность тканей в кислороде, стимулирует метаболизм белков, жиров и углеводов, повышает функциональную активность сердечно–сосудистой системы и ЦНС. При применении в высоких дозах угнетает выработку тиротропин-рили­зинг гормона гипоталамуса и тиротропного гормона гипофиза. Показания к назначению левотироксина: гипотиреоз, эутироидный зоб, в качестве заместительной терапии и для профилактики рецидива зоба после резекции щитовидной железы, рак щитовидной железы (после оперативного лечения), диффузный токсический зоб после достижения эутироидного состояния тиреостатиками (в качестве комбинированной терапии или монотерапии), в качестве диагностического средства при проведении теста тироидной супрессии. [1]














Глава 2. Материалы и методы исследования
Фиксированный материал находился в растворе 10%-го формалина. Производился осмотр внешнего строения исследуемого материала, в ходе которого были определены стадии развития головастиков. Для определения стадий использовали таблицу из книги Астаурова, Детлафа «Объекты биологии развития».[2] Для стадий 37-48 диагностическими признаками являются строение рта и конечностей. 
Приготовление препаратов производилось стандартным методом. По окончании фиксации удалялось из материала излишнее количество фиксирующей жидкости. Затем для обезвоживания и уплотнения исследуемого материала использовали батарею спиртов повышающей концентрации (76%, 80% и 96%). Потом материал выдерживали в двух порциях чистого ксилола, а затем в смеси парафина с ксилолом; материал помещали в термостат при температуре 37° С, затем последовательно переносили в чистый парафин, охлаждали в воде. Для изготовления срезов деревянный кубик с материалом закрепляли в блокодержатель микротома. Получаемые срезы снимали мягкой влажной кисточкой и переносили их на поверхность воды, нагретой до 40°С для расправки. Затем их вылавливали на сухое обезжиренное стекло. Предметные стекла с парафиновыми срезами высушивали в термостате при 37°С. Затем срезы окрашивались гематоксилин - эозином. После окрашивания срезы рассматривались под микроскопом и фотографировались. [7]
Проводилась окраска альциановым синим и ализариновым красным. Головастики отмывались от формалина в воде, выдерживались в растворе альцианового синего. Одни сутки головастики отмывались в 100% этаноле, после чего окрашивались в растворе 2% КОН и ализаринового красного. Далее материал проводился через батарею смесей 2% КОН: глицерин в соотношениях 1:1 и 1:3, в каждом - 1 сутки. Затем выдерживались в глицерине до удаления лишнего красителя.
Были сделаны три вида замеров головастиков: длина тела (от начала головы до хвоста), длина хвоста, длина задней конечности. На основе полученных замеров вычислялась средняя арифметическая для каждой стадии, после чего строились графики.
    Методом окраски тотальных препаратов конечностей личинки (46, 47, 48 стадии развития) альциановым синим и ализариновым красным мы наблюдали процесс  оссификации. 
   Данный способ окраски позволяет дифференцировать тонкие границы взаимоотношений хряща и кости за счет сочетаемого воздействия поэтапного окрашивания. У личинок и взрослых особей альциановый синий окрашивает хрящевые образования в сине-зеленый цвет. Ализариновый красный задерживается в молодых костных структурах окрашивая их в малиновый.
 Глава 3. Результаты и их обсуждение

3.1. Развитие личинок в норме
Нами было исследовано 66 головастиков, относящихся к 6 стадиям.
Для всех стадий, рассмотренных в этой работе, диагностическими признаками являются строение ротового аппарата и конечностей. Были определены стадии развития 43-48, изучен ротовой аппарат и закладки конечностей на каждой определенной нами стадии эмбриогенеза. В среде без добавления гормональных препаратов развитие происходило в соответствии с нормой. 
 43 стадия. Ротовой аппарат: верхняя губа - 1 непрерывный и 2 прерывистых ряда зубчиков; нижняя губа - 3 непрерывных ряда. Удлинение и более отчетливое изгибание зачатков конечностей. Дистальный конец их уплощается и принимает форму лопаточки (Приложение 1, 2). В выборке было выявлено 7 особей, относящихся к данной стадии. 
44 стадия. Ротовой аппарат: верхняя губа - 1 непрерывный и 2 прерывистых ряда; нижняя - 4 непрерывных ряда. Зачаток конечности - лопаточка с 3 зубчиками - контуры трех пальцев. Изгиб голеностопного сустава (Приложение 3, 4). Обнаружено 4 особи. 
 45 стадия. Ротовой аппарат тот же. 
В зачатках конечностей намечаются контуры всех пальцев (Приложение 5). 9 головастиков в выборке относилось к 45 стадии. 
46 стадия. Ротовой аппарат тот же. Все пять пальцев задних конечностей обособлены (Приложение 6). В исследуемой совокупности была выявлена 21 особь, относящаяся к данной стадии.
[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]47 стадия. Ротовой аппарат: верхняя губа - 1 непрерывный и 2 прерывистых ряда; нижняя губа - 3 непрерывных ряда. Задняя конечность четко изогнута на уровне колена, пальцы удлинились, наметились фаланги. Особенно сильно развит 2-й палец. Формирование голеностопного сустава. Между 1 и 2-м и 2 и 3-м пальцами образовался зачаток межпальцевой перегородки (Приложение 7). Обнаружено 15 особей 47 стадии.
48 стадия. Верхняя губа имеет 1 непрерывный и 2 прерывистых ряда зубчиков. Нижняя губа имеет 3 непрерывных ряда. Полностью сформирована межпальцевая плавательная перепонка (Приложение 8). Было обнаружено 10 особей данной стадии. 
 
В Приложении 9 и 10 на гистограммах представлена зависимость длины тела и длины хвоста головастика от стадии их развития. Здесь можно выявить три  количественных скачка увеличения длины тела и хвоста головастика (44, 46, 48 стадия развития), и три качественных (43, 45, 47стадии), в ходе которых идут метаморфические изменения не только данных частей тела, но и других, например,  задних конечностей. 
Приложение 11 показывает зависимость длины задней конечности от стадии. На ней можно выделить два больших количественных скачка (46, 48 стадии), на 46 стадии мы наблюдаем, что все пять пальцев задних конечностей уже обособлены, хотя на 45 стадии они намечались лишь в виде контуров, а на 48 стадии задняя конечность уже  четко изогнута на уровне колена, пальцы длинные и между ними хорошо заметны перепонки. 
По данным Приложения 12  можно сказать, что увеличение длинны тела, хвоста и задней конечности, при переходе от стадии к стадии, имеет прямую зависимость, без резких скачков и отставаний, что свидетельствует о нормальном развитии. 
В среднем за стадию головастик увеличивает длину тела на 12%, длину хвоста на 15%, длину задней конечности на 25% по сравнению с предыдущей стадией.
В Приложении  9 мы видим, что длина тела головастиков на разных стадиях развития отличается недостоверно. Это может быть связано с тем, что на данных стадиях в основном идет развитие конечностей, на которые в скором времени выпадет основная роль для передвижения  по суше.  Что же касается хвоста (Приложение 10), то тут мы видим достоверное отличие его длины  на следующих стадиях: 43 стадия отличается от 45;  45, 46 стадии отличаются от 48. Такое отличие может говорить о том, что головастики на данных стадиях пока еще не готовы к выходу на сушу, и, находясь в водной среде, для передвижения используют в основном хвост, который не перестает еще расти до 48 стадии включительно.
 При этом конечность (Приложение 11) растёт от 43 до 47 стадий равномерно, но на 48 стадии происходит резкий скачок в её размерах примерно в 2 раза. Это может быть объяснено тем, что к 47 стадии основные хрящевые элементы скелета уже сформированы и идет усиленное вытяжение конечностей, прежде чем начнет формироваться молодая костная ткань.
3.2. Гистологическое развитие головастиков
       Для 46 стадии (Приложение 13) характерно начало оссификации подвздошной кости, бедренной и костей голени. Менее выраженная оссификация, начальный ее этап, так же наблюдается у костей предплюсны. Центры формирования  молодой костной ткани занимают срединное положение. Зрелый хрящ располагается непосредственно вблизи центра оссификации, представляет собой плавный переход из уже образовавшейся костной ткани в молодой хрящ, который занимает дистальный и проксимальный конец костей.
     47 стадия (Приложение 14) характеризуется наличием оссификации у подвздошной, бедренной,  большой и малой берцовых костей и костей предплюсны. У данных костей наблюдаются выраженные участки формирования костной ткани, которые так же занимают среднее положение. Молодой хрящ менее выражен, по сравнения с предыдущей стадией, и так же занимает участки кости рядом с суставом. 
    Для 48 стадии (Приложение 15) характерно наличие образования костной структуры у подвздошной, бедренной, большой и малой берцовых костей и костей предплюсны. Оссификация заметна практически на всем протяжении кости. Зрелый хрящ так же имеет плавный переход от уже образовавшейся костной ткани в молодой хрящ, который занимает проксимальные и дистальные участки костей. 
   В результате исследования окрашенных препаратов 46, 47 и 48 стадий, отклонений от нормального развития не наблюдалось. Образование молодой костной ткани, как правило, идет в центральной части диафизов, зрелый хрящ представляет собой плавный переход от центра оссификации к молодому хрящу, который занимает пространство вблизи суставов.

3.3. Развитие головастиков в среде с тиреоидным гормоном.
При развитии головастиков в среде с добавлением гормона в дозе 6мг/л 
на 6-9 сутки развития происходит замедление процессов роста личинки, затягивается гистогенез, так в норме в конечностях наблюдается стадия хрящевой закладки конечностей уже на 43-45 стадиях, в эксперименте до конца развития (50 стадия) конечность не проходит стадий зрелого хряща и кости.  Особи быстрее проходят весь метаморфоз примерно на 15-20 суток но гистогенез «задерживается», и остается на стадиях близких к личиночному (в закладках не обнаруживается стадий зрелого и гипертрофированного хряща, костных клеток). Обнаруживаются единичные аномалии в развитии - неразделение фаланг пальцев задней конечности, появляются слабо развитые(соединительнотканные) закладки дополнительной конечности. 

3.4. Выводы
1) Был проведён анализ научной литературы, определены стадии развития головастиков по строению рта и конечностей, выявлены особенности развития задних конечностей и их пояса у головастиков лягушки травяной на разных стадиях развития;
2) Был изучен эмбриогенез пояса задних конечностей и свободных конечностей головастиков в норме, показаны стадии развития хряща и костной ткани (40-45 стадия и с 46-оссификация);
3) Были обнаружены отклонения от нормы в развитии личинок Rana temporaria под воздействием тиреоидного гормона: неразделение фаланг пальцев задней конечности, появление слабо развитых (соединительнотканных) закладок дополнительной конечности. 
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Приложение 1.
 43 стадия развития. Ротовой аппарат.
1 – верхняя губа: 1 непрерывный и 2 прерывистых ряда зубчиков;
2 – нижняя губа.

Приложение 2.
43 стадия развития. Задняя конечность.
1– лопаткообразное уплощение зачатка конечности
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Приложение 3.
Стадия 44. Ротовой аппарат.
1 -   верхняя губа - 1 непрерывный и   2 прерывистых ряда;
2 -  нижняя губа - 4 непрерывных ряда
Приложение 4.
Стадия 44. Задняя конечность.
1 - зачатки 3 пальцев задней конечности
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Приложение 5.
Стадия 45. задняя конечность.
1 - зачатки пальцев задней конечности
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Приложение 6.
Стадия 46. Задняя конечность.
1 – обособленные пальцы задней конечности
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 Приложение 7. 
Стадия 47. задняя конечность.
1 – межпальцевая перепонка
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Приложение 8.
Стадия 48. Задняя конечность.
1 - Полностью сформированные межпальцевые плавательные перепонки




1



 Приложение 9. Длина тела головастиков разных стадий
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Приложение 10. Длина хвоста у головастиков разных стадий
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Приложение 11. Длина задних  конечностей головастиков разных стадий
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   Приложение 12. Длина тела, хвоста и задней конечности разных стадий
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Puc. 16.
Craau 46, oBLii B/ 3aAHEN KOHEHHOCTH

1~ NOAB3AOWHAR KOGTS; 2~ GEAPEHHAS KOCTL: 3 — KOCTH roneHH; 4 — KocTH
ApeANAIoCHE: 5 — KOCTY AlocHAI: 6 — hanawry nanbuee.

&~ USHTP ChOPMMPOBAHIR MONIOAO/ KOGTHO/ THAHI, 6 — Spensii XpALY, & —
MORoRoi Xpry.
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Puc. 17.

Crapna 47. OBLA 814 3aAHER KoHEUHOCTA

1 — NOPBIAOWHAR KOCTE; 2 — GEAPSHHAR KOCTS; 3 — KOCTH roneHM; 4 - KooTh
TPSANAIOCHS, 5 — KOGTY MTIGCHI: 6 — hanaTy nansLes.

2 — LSHTP hOPMIMPOBaHNR MONOAOH KOCTHOM TKaHM; 6 — 3penEil XPAUL & —
Manon ol xpau
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Puc. 18,
Cranus 48. OBUyii BUA SaAHSii KoHEUHOCT

1~ NOABIACLUHARA KOCTL; 2 — GeAPEHHAR KOCTb; 3 — KOCTH FONeHU; 4 — KoCTU
NPEANIOCHBI, 5 — KOCTM NIOCHB!, 6 — dhanaky nanbLes.

2 — UEHTP (hOPMUPOBAHNUA MOMOAON KOCTHOM TkAHM; 6 — 3pentiit XpALY, & —
MonoAoi XpALY,
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