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K. Biataszewicz.

O oznaczaniu objetosci fazy rozdrobnionej w komoérkach
zyjacych.

Sur lu détermination du volume de la phase dispersée dans les
cellules vivantes.

Rekopis nadestany w dniu 25.111.1932 r.

Le probleme de la relation existant entre le volume de la
cellule vivante et la pression osmoticpie du milieu était lobjet de
nombreuses recherches. D’aprés les recherches dHam burger
('98, '01), il existe une proportionnalité inverse entre le volume de
la phase aqueuse de la cellule et la pression osmotique du milieu
ambiant. Sur ce fait était basée la méthode de la détermination, du
volume des substances dispersées dans les érythrocytes. Les re-
cherches ultérieurs (Koeppe 00, Ege 22, 27, Fauré -Fre-
miet 24, Gough 24, Mc. Outcheon, Lucké et Hartp
line ’31) ayant aussi principalement trait aux globules rouges,
en confirmant en principe les constatations dHamburger,
n’ont pas donné de résultats concordants en ce cpii concerne lap-
plication de sa méthode pour la détermination quantitative de la
phase dispersée.

Les recherches présentées dans ce travail avaient pour but
d'établir I'exactitude de cette méthode, basée sur les variations du
volume des oeufs dans les solutions anisotoniques, ainsi que de dé-
terminer les limites de la pression osmotique dans lesquelles le
principe cMHamburger peut étre appliqué par rapport aux
cellules-oeufs.

Comme objet des espériences on a pris des oeufs non fécon-
dées des Invertébrés marins suivants: Phallusia mamillata, Para-
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centrotus lividus, Arbacia pustulosa, Echinus microtuberculatus,
Parechinus milliaris. Les expériences étaient exécutées comme
suit: 011 immergeait les oeufs pour 20 a GO minutes dans de leau
de mer artificielle (préparée d’aprés He rb st *04) a concentration
choisie et on en mesurait les diametres au moyen dun oculaire
micrométrique. La pression osmotique de l'eau de mer était me-
surée par la méthode cryoscopique, au moyen de lappareil de
Deckhuyzen. Les données numériques des tableaux I—VI
présentent les volumes des oeufs et la presion osmotique des so-
lutions employées, les deux valeurs étant exprimées en pourcenta-
ges de celles trouvées dans leau mer a concentration normale.

Nos expériences ont établi en premier lieu que le produit
du volume de la phase aqueuse de la cellule et de la pression osmo-
tiqgue du milieu ambiant présente — dans les solutions hypertoni-
ques ne dépassant pas le double de la concentration de l'eau de
mer normale — une valeur constante et caractéristique pour cha-
que espece d'oeufs. La conformité des valeurs exprimant les volu-
mes cellulaires mesurés et calculés d’aprés la formule respective
(v. p. 138) est tout a fait satisfaisante (fig. 1 et 2).

Le fait établi ci-dessus démontre que la résistance mécani-
que des couches superficielles des oeufs examinés est insignifiante
par rapport aux forces osmotiques des solutions liypertoniques. 11
prouve aussi que laction de l'eau de mer concentrée jusquiau
double ne modifie pas la sémiperméabilité de la membrane plas-
matique de I'oeuf & condition que cette action soit de courte du-
rée; elle ne modifie non plus l'absorption de I'eau par les colloi-
des cellulaires.

Les variations du volume des oeufs dans l'eau de mer hy-
pertonique ont permis de calculer le volume de la phase dispersée
du plasma ovulaire. Les résultats de ce calcul ont donné des va-
leurs suffisamment concordantes: pour les oeufs de Paracentrotus
lividus elles comportent 25.1—27.0 vol. p. cent. (v. tabl. TT, 111),
pour ceux dArbacia pustulosa (tabl. IV) — 36.4, de Phallusia ma-
millata (tabl. V) — 19.3 et &/Echinus microtuberculatus — 22.6
(tabl. VI).

Dans l'eau de mer hypotonique les oeufs absorbent de I’eau
en quantité plus grande que celle calculée d’aprés I'équation indi-
quée plus haut. On peut supposer que dans ces conditions les
colloides plasmatiques se gonflent par suite de la dilution des
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électrolytes dans le liquide intermicellaire de la cellule. Ainsi
donc les solutions hipotoniques ne se prétent pas a la détermina-
tion du volume de la phase colloidale d’apres le principe dHam-
burger.

W dziedzinie fizjolog'ji zwierzat autorem, ktory poraz pierwszy za-
jat sie sprawg zaleznoSci miedzy objetoscig komoérki zyjgcej a ciSnieniem
osmotycznem jej Srodowiska, byt Hamburger (98). Autor ten stwier-
dzit brak odwrotnej proporcjonalnosci miedzy objetoscig czerwonych cia-
tek krwi, mierzong za pomocg hematokrytu, a ci$nieniem osmotycznem
roztworéw soli i glikozy, w ktérych te ciatka byty zawieszone. Fakt
ten nasungt autorowi przypuszczenie, ze w krwinkach znajdujg sie sub-
stancje, tworzace przestrzen martwag (,,sztywny zragb protoplazmatyczny",
biatka i t. p.), ktérych objetos¢ w ptynach anizotonicznych zupetnie nie
ulega zmianie, powodujagc w zachowaniu sie objetosci catej komérki rze-
kome odchylenie od prawa vant Hoffa — Boyle'a — Mariolle’a.
Obliczenia objetoSci zajetej przez te substancje, wynoszacej wedlug ra-
mchunku 53.6—55% objetosci krwinek, daly zgodno$¢ wystarczajagcg miedzy
teoretycznemi i znalezionemi w pomiarach objetoseiami catych krwinek,
znajdujacych sie w roztworach o roznem ci$nieniu osmotycznem.

Wyniki, otrzymane przez Hamburgera, spotkaly sie z krytyka
Koeppe’go (*00), ktéry zgodno$¢ powyzszego zalozenia z rezultatami
pomiaréw uwazat za przypadkowa, twierdzac, iz — pomijajac niescistos¢
samych pomiaréw hematokrytowych — niepodobna oceni¢ stopnia dziata-
nia szeregu czynnikéw, wptywajagcych na ostateczng objetos¢ komarki
w plynach anizotonicznych. Z pos$réd tych czynnikéw Koeppe wysuwa
znaczenie dysocjacji elektrolitow wewnatrz komérki, wptyw sprezystosci
btony komérkowej oraz zmian, jakim ulega pod wptywem zabiegéw ekspe-
rymentalnych jej przepuszczalno$¢ wzgledem elektrolitéw.

Znacznem posunieciem naprz6d interesujacej nas tutaj sprawy byty
badania Ege’go ('22), przeprowadzone réwniez na krwinkach. Wychodzac
z zatozenia Hamburgera, ze nie objetos¢ catej komorki, lecz objetosé
fazy wodnej w komorce (t. j. r6znica miedzy znang objetosciag komdrki
a nieznang objetoscig jej fazy koloidalnej) jest odwrotnie proporcjonalna
do ci$nienia osmotycznego $rodowiska, autor ten stwierdzit zgodno$¢ mie-
dzy objetoscig fazy koloidalnej w czerwonych ciatkach krwi, obliczong zc
wzoru Hamburgera, a objetoScia tej fazy, znaleziong na podstawie
pomiaréw krjoskopowych w miazdze z krwinek, wykonanych przed i po
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dodaniu okre$lonej iloSci nieadsorbujacego sie przez biatka komoérkowe-
cukru gronowego.

Nastepnie sprawg ta zajmowat sie Gougli (24), ktéry roéwniez
postugujac sie zasadg Hamburgera ocenia objetos¢ fazy rozdrobnio-
nej w krwinkach na 65—75%, t. j. warto$¢, zblizong do znalezionej przez.
Hamburgera (54—55%), znacznie jednak odbiegajaca od wynikéw,
otrzymanych poprzednio przez Ege’go (ca. 33% objetosci krwinki). Nie-
zgodno$¢ tych wynikébw w poréwnaniu ze swojemi Ege ('27) w pdzniej-
szej publikacji objasnia btedem pomiaru objetosci krwinek w ptynach hi-
pertonicznych, wynikajacym z niezupeinej ich sedymentacji w czasie wa-
rowania.

Wreszcie — nalezy tutaj wymieni¢ publikacje Mc. Cutcheona,
Lucke®ego i Har1lline’a (31) nad w#asciwosciami osmotyeznemi jaj
Arbacia pustulosa, w ktérej autorowde ci, mierzac objeto$¢ jaj w wodzie-
morskiej o roznem rozcienczeniu i postugujac sie réwniez wzorem Il a m-
burger a, stwierdzili, ze je$li sie uwzgledni ilo$¢ osmotycznie nieczyn-
nych substancyj, ktore zajmujg od 7 do 14% objetosci komorki — to ilo-
raz z objetosci fazy wodnej i cisnienia osmotycznego jest wielkoS$cig
w przyblizeniu stalg.

Zadanie niniejszych poszukiwah polegato na stwierdzeniu
stosowalnosci zasady Hamburg era clo komdrek jajowych
oraz na ustaleniu stopnia doktadno$ci metody oznaczania ilosci
substancyj rozdrobnionych, opartej na zachowaniu sie objetosci
tych komérek w roztworach anizotonicznych. Nie potrzeba pod-
kresla¢, iz mozno$¢ mierzenia przestrzeni, jaka zajmuja, w zywej
komorce te substancje, utatwitaby wyjasnienie wielu zagadnien,
zwigzanych ze zmianami w rozmieszczeniu sktadnikéw protoplaz-
matycznych, zachodzacemi pod wptywem zmian funkcjonalnych
komorki.

Metoda.

Badania niniejsze przeprowadzono na niezaptodnionycli jajach na-
stepujacych gatunkéw morskich zwierzat bezkregowych: Phallusia mamil-
lata, Paracentrotus lividus, Arbacia pustulosa, Echinus microtuberculatus-
i Parechinus milliaris.

Zasada postepowania polegata na mierzeniu objetosci, jakag przybie-
rajag ostatecznie komorki jajowe, przeniesione do roztworéow wody morskiej
0 roznem cis$nieniu osmotycznem. Objeto$¢ fazy rozdrobnionej obliczano ze-
wzoru Hamburgera:

»= — PIvi
Po— P\ @
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7. ktorego, znajac objeto$¢ jaja w wodzie morskiej o narmalnem stezeniu
soli (vo), ci$nienie osmotyczne tego roztworu (po), zmieniong objetos¢
jaja w anizotonicznycli stezeniach wody morskiej (vi) oraz warto$¢ cisnie-
nia osmotycznego tych roztworéw (p\), mozna obliczy¢ z szeregu pomia-
row $rednig bezwzgledng objeto$¢, jaka zajmujg w komédrkach jajowych
substancje rozdrobnione (x). Wyrazajagc za pi i vi w odsetkach po i po, mo-
zemy obliczy¢ x wprost w procentach objetoSci komorki.

SzczegOty postepowania byty nastepujace:

Do kazdej serji pomiar6w uzywano jaj dojrzatych, dajacych sie za-
ptodni¢, i pochodzacych od jednej samicy. Po wyjeciu z jajnika przemy-
wano je kilkakrotnie zwyktg wodg morskg, biorgc do doswiadczenia tylko
te porcje jaj, ktéra po sktoéceniu opadata na dno naczynia ze $rednig pred-
koscig: w ten sposéb zyskiwano do pomiaréw materjat mozliwie jednolity
pod wzgledem wielkos$ci jaj. Ostatnie przemywanie uskuteczniano sztuczng
wodg morskg o normalnem stezeniu i pozostawiano na przecigg 1—2 godz.
w tym celu, aby jaja przybraty posta¢ najbardziej zblizong do kulistej.
Po uptywie tego cztsu cze$¢ jaj przenoszono wraz z kilkoma kroplami
na szkietko przedmiotowe, posiadajace wgtebienie, pokrywano szkietkiem
pokrywkowem, brzegi jego oblewano parafing ptynna, i na pewnej liczbie
jaj, lezacych blizej $srodka wgtebienia, wykonywano pod mikroskopem po-
miary wielkosSci osi. Pozostate jaja wraz z mozliwie maty iloSciag wody
przenoszono nastepnie do szeregu krystalizatoréw, napetnionych poprzed-
nio jednakowga objetoscig (ca. 20 cm3) roztworéw sztucznej wody morskiej
0 roznem stezeniu (od 50 do 300% normalnego stezenia). Zawarto$¢ kry-
stalizatorow doktadnie mieszano przez pewien czas pateczka szklang, bio-
rac jaja do pomiaréw mikrometrycznych, uskutecznianych w wyzej podany
sposéb, dopiero po uptywie przynajmniej 20 min.: jak stwierdziliémy, jest
to czas minimalny, niezbedny do osiggniecia zupetnej réwnowagi osmo-
tycznej miedzy komorka jajowag a jej zmienionem S$rodowiskiem.

W celu zachowania statego skfadu mineralnego i stezenia jonéw wo-
dorowych (pH —ca. 8) w roztworach doswiadczalnych, przygotowano ie
przez odpowiednie rozciefczeni stezonego roztworu zasadniczego, zawie-
rajagcego sole w stosunku, w jakim znajduja sie one w normalnej wodzie
morskiej.

Roztwér ten przygotowano wedtug przepisu Herbsta ('04) dla
sztucznej wody morskiej, biorgc odpowiednig wielokrotno$¢ wszystkich
wchodzacych w jej skiad soli, z wyjatkiem jedynie NaHCO,, ktéry brano
w ilosci, podanej dla stezenia normalnego. Jako roztworem rozciefAczaja-
cym postugiwano sie 0.05 lub 0.1% dwuweglanu sodowego, w zaleznos$ci od
tego czy roztwor zasadniczy byt roztworem podwoéjnie, czy potrdjnie ste-
zonym: w wiekszo$ci doswiadczen uzywano roztworu zasadniczego podwoj-
nie stezonego.

W arto$¢ cisnienia osmotycznego (p) roztworéw doswiadczalnych
oznaczano krjoskopowo, wyrazajac jag w stopniu obnizenia punktu za-
marzania.

Pomiary jaj wykonywano pod mozliwie duzem powiekszeniem
(objektywy Leitza Nr.Nr.3,4,5) z pomoca S$rubowego okularu mikro-
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metrycznego (Leitza), mierzagc dwie najbardziej réznigce sie wielkoscia,
prostopadte do siebie osie réwnikowe jaja. Objeto$¢ poszczegblnych jaj
obliczano wedtug wzoru dla elipsoidu obrotowego i wyrazano ja badz.
w mm3, badZz tez w procentach objetosci jaj, znajdujacych sie w wodzie-
morskiej o normalnem stezeniu soli. W doswiadczeniach, w ktorych wy-
konywano pomiary nie na jednej komorce jajowej, przenoszonej kolejno
do roznych roztworéw, lecz na wiekszej ilosci jaj z kazdego roztworu,,
Srednig objeto$¢ jaja wyprowadzono z obliczonych objetosci wszystkich
jaj mierzonych z kazdej serji, charakteryzujac te warto$¢ przecietng wiel-
koscig btedu S$redniego.

Wyniki doswiadczen.

Wyniki naszych doswiadczen zostaty przedstawione w tab.
—VI, w ktérych zaréwno punkty obnizenia zamarzania roztwo-
row' (p), jak i objetosci jaj (v) wyrazono w procentach wartoscir
jakie one posiadajg w wodzie morskiej o normalnem stezeniu
(A = 1.26°), z podaniem ponadto normalnej objetoSci badanych
jaj w jednostkach bezwzglednych (mm3. W doswiadczeniach,,
w ktérych wykonywano pomiary na wiekszej liczbie jaj w kaz-
dym roztworze, przecietng objeto$¢ jaj charakteryzowano wielko-
$cig btedu Sredniego.

Celem stwierdzenia stopnia zgodnosci wynikéw pomiaréw
z teoretycznemi zatozeniami réwnania (1) w nastepnej kolumnie
tabel podano objetosci jaj obliczone ze wzoru:

t —K 4x
p

Procentowa objetos¢ fazy rozdrobnionej wr komoérce (x) wy-
prowadzano jako $rednig ze wszystkich kombinacyj rachunko-
wych pomiaréw', dokonanych w roztworach jedynie izo- i hiper-
tonicznych; réwniez i w obliczeniu statej rédwnania (K) nie brano
zupetnie pod uwage pomiarow, wykonanych w roztworach hipo-
tonicznych.

Powyzszy sposob obliczania objetosSci teoretycznej jaj oraz
Sredniej zawartosci fazy rozdrobnionej usprawiedliwiajg podane
ponizej wyniki naszych poszukiwan.

Juz pierwsze doswiadczenia ujawnity fakt swoistego i zgo-
ta odmiennego zachowania sie jaj w roztworach, posiadajgcych
mniejsze od normalnego cisnienie osmotyczne. Okazato sig, ze gdy
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w roztworach hipertonicznych — zgodnie z badaniami poprzed-
nich autor6w nad czerwonmi ciatkami krwi — objetos¢ komorek
jajowych zachowuje sie w ten sposob, jakgdyby istniata w nich
przestrzehd, nie ulegajaca zmianom pod wptywem zwiekszonego
cisnienia osmotycznego, to w piynach hipotonicznych komorki te
zwiekszajg swg objetos¢ tak, jak gdyby ta przestrzen ulegata,
W miare rozcienczenia roztworu, stopniowej redukcji. W roztwo-
rach o znacznem rozcieniczeniu (przekraczajgcem 50% zawartosci
soli) objetos¢ jaj moze wzrasta¢ w stopniu nawet znacznie wigk-
szym od tego, jakiego nalezatoby oczekiwa¢ w przypadku, gdyby
posiadaty witasciwosci komérek Traubego i nie zawieraty sub-
stancyj koloidalnych.

Tabela |

Objeto$¢ jaj Parechinus milliaris w trzech stezeniach wody morskiej.
Dosdwiadczenie VIII (4.VIII.1925).

Volume des oeufs de Parechinus milliaris dans trois concentrations d‘eau de mer.

NT. Cisnienie osmotyczne Objetosé jaja
pomiaru roztworu Volume de 1'oeuf
Pression osmotigue
Nr. de la solution (149.4 x 10*4mm3=100) pv
d’observa- (1.96°A = 100) «= 10
tion
P \
1 50 202.8 + 4.0 10281
2 100 100.0 + 1.2 10000
3 200 674 + 1.2 13480

Tak np. w jednem z doswiadczen orjentacyjnych, przepro-
wadzonych na jajach Parechinus milliaris (tab. 1), stwierdzono,
ze gdy po przeniesieniu do dwukrotnie stezonej wody morskiej
(p = 200) objetos¢ ich ulegta zmniejszeniu zaledwie do 67.4%
(zamiast do 50% w razie nieobecnos$ci fazy rozdrobnionej), to jaja
umieszczone w wodzie morskiej rozciefczonej do potowy (p = 50)
zwiekszyly swg objeto$¢ do 202.8%, t. j. wiecej niz dwukrotnie.

Zjawisko to, majace swe zrodto w nadmienieni, pobieraniu
wody z roztwordéw hipotonicznych, wystepuje — jak to wykazaty
doktadnie i szczegblowo przeprowadzone doswiadczenia —
u wszystkich badanych przez nas jaj (tab. I, 1V, V i VI). Polega
ono prawdopodobnie na tern, ze wskutek zmniejszenia sie steze-
nia elektrolitow w komorce nastepuje wigzanie wody przez koloi-
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dy, stanowigce faze rozdrobniong protoplazmy. W zjawisku zatem
pobierania wody przez catg komérke biorg udziat nietylko proce-
sy osmotyczne, zalezne od stezenia krystaloidow w cieczy mie-
clzyczastkowej protoplazmy, ale réwniez umiejscowione w fazie
dyspersyjnej zjawiska pecznienia sktadnikdéw koloidalnych pro-
toplazmy. Zaleznie od intensywnos$ci wigzania wody przez koloi-
dy, objetos¢ komorki w roztworach rozcieficzonych moze wzra-
sta¢, jak juz wspomnieliSmy, ponad warto$¢, przewidziang przez
prawo vant Hoffa — Boil ea — Mariot tea dla uktadow
osmotycznych, wypetnionych roztworem jednorodnym.

Ilos¢ wody, przedostajgcej sie do komorki w roztworach hi-
potonicznych, zalezy bezwatpienia nietylko od stopnia rozcien-
czenia cieczy miedzyczastkowej protoplazmy, ale réwniez od
swoistych zdolnosci wigzania wody przez substancje koloidalne.
W tabelach naszych wyrazem stopnia wigzania wody przez faze
rozdrobniong jest wielko$¢ dodatnich odchylei objetosci, stwier-
dzonych w pomiarach, od objetosci obliczonych na podstawie za-
chowania sie jaj w roztworach hipertonieznych. Z odno$nych tabel
i rys. 1 w samej rzeczy wynika, ze stopien odchylenia punktow
eksperymentalnych od krzywej teoretycznej wzrasta wraz z rozcien-
czeniem wody morskiej (tab. IV, Arbacia pustulosa) i ze nastepnie
(tab. Il i 6d)—ilosci wody tg droga pobierane przez rézne komorki
jajowe (Paracentrotas lividus, Echinus microtuberculatus), zawie-
rajagce zblizong ilo$¢ substancyj rozdrobnionych (25.1 i 22.6%)
i znajdujgce sie w jednakowem rozciefczeniu (p — 80.6%). moga
znacznie rdznic¢ sie od siebie.

Opisane zachowanie sie jaj w roztworach liipotonicznych
rzuca ciekawe bez watpienia Swiatto na wiasciwosci sktadnikéw
koloidalnych komérki jajowej, ktére prawdopodobnie s3 specjal-
nie wrazliwe na rozcienczenie elektrolitéw w cieczy miedzyczast-
kowej jej protoplazmy. Ostatnio przeprowadzone badania przez
Kamade i Jamamoto ('31) nad wplywem roztworéw ani-
zotonicznych na wielko$¢ jaj pierScienicy Ceratocephale osawai
dowodzg, ze opisane przez nas zjawisko nie jest- odosobnione: au-
torowie ci na zasadzie licznych pomiaréw i obliczen stwierdzili
réwniez, ze im bardziej Srodowisko otaczajgce jest rozcienczone,
tern wiecej wzrasta wskutek wigzania wody przestrzen, zajeta
w komorce jajowej przez substancje rozdrobnione.

Powyzsze wiasciwos$¢é substancyj rozdrobnionych ooplazmy,
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silnie adsorbujgcych wode w roztworach rozcienczonych, wytgcza
stosowanie roztworéw hipotonicznych w oznaczeniach objetosci
fazy rozdrobnionej wedtug zasady ldamburger a. Zasada ta
bowiem przyjmuje stato$¢ wartosci x i jej niezalezno$¢ od steze-
nia cial osmotycznie czynnych w $rodowisku.

Zachodzi pytanie, czy i w jakim stopniu warunek ten zo-
staje spetniony w roztworach hipertonicznych, czyli — idzie
0 stwierdzenie, czy zwigkszenie stezenia cial osmotycznie czyn-
nych w komérce wywotuje zmiany wtdrne w objetosSci substancyj
rozdrobnionych. OdpowiedZ na to pytanie daje poréwnanie obje-
tosci jaj, zmierzonych w tych roztworach, z objetosciami obliczo-
nemi ze wzoru (1).

Najbardziej przekonywujgce w tym Kkierunku jest jedno
z dosSwiadczen, przeprowadzonych na Paracentrotus lhnidus (tab.
TI), w ktérem wszystkie pomiary wykonano na jednem i tern sa-
mem jaju, przenoszonem kolejno do roztwor6éw o wzrastajgcem
cisnieniu osmotycznem.

Tabela Il

Objeto$¢ (v) jednego jaja Paracentrotus lividus w roztworach wody morskiej o roznem
ci$nieniu osmotycznem (/>). Obliczona objeto$¢ fazy rozdrobnionej (v)= 2-51% Doswiadczenie
XVII (8. I1. 1929.

Volume (v) d'un oeuf de Paracentrotus lividus, mesuré dans des solutions d’eau de mer de
diverse pression osmotique (p). Volume de la phase dispersée calculée (x) = 23.1%. Espérience

XV (S, 11, 1929).
a b c d e
N Cisnienie Znaleziona Oo?)ljiectzoos'r:':a Obliczona
I i T
Pression Volume de nionej Volume
NrT. osmotique I'oeuf trouvé r}/a‘);:rz%g:r;ze de I'oeuf b—d
dvgtbize;]r- de la solution (85.7 x 104mm3= calouls calculé
(1.96°N = 100) = 100)
n—10 X—V -8 2 TAT8 0
P \ P . .
1 80 6 122.6 (117.4) (+4.9)
2 100.0 100 0 25.2 99.9 +01
3 120.4 87.5 25.4 87.2 +0,3
4 140.3 78.3 25.0 78.4 -0.1
5 159.7 70.9 24.0 71.9 -1.0
6 199.0 63.9 26.3 62.7 +1.2

Widzimy tutaj, ze objeto$¢ jaja w roztworach o zwiekszaja-
cem sie stezeniu soli (®= 100—199) zmniejsza sie prawidtowo,
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dochodzac w podwojnie stezonej wodzie morskiej do 63.9% wiel-
kosSci normalnej, czyli do warto$ci znacznie wiekszej od tej, jaka
przybrataby w tych warunkach komorka Traubegwo, wypet
niona roztworem krystaloidéw. Fakt ten wyklucza istnienie od-
wrotnie proporcjonalnej zaleznoSci miedzy objetoScig catej ko-
mérki a cisnieniem osmotycznem roztworu hipertonicznego, nato-
miast analiza odno$nych warto$ci doprowadza do stwierdzenia
istnienia takiej zaleznosci miedzy cisnieniem osmotycznem a obje-
toscig fazy wodnej, ktéra jest mniejsza od objetosci catej komorki
0 przestrzen, wypetniong przez faze rozdrobniona.

Rys. 1. Zmiany objetosci (v) jednego jaja Paracentrotus lividus w roztworach wody
morskiej o roznem cisnieniu osmotycznem (p). Wedtug danych tab. Il.
Fig. 1. Variations du volume (v) d’un seul oeuf de Paracentrotus lividus plongé dans
des solutions d’eau de mer de diverse pression osmotique (p). D'aprés les données
du tabl. I1.

Obliczanie objetosci tej fazy w jajach, traktowanych rdzne-
mi roztworami hipertonicznemi, dowodzi, ze nie ulega ona zmianom
jednokierunkowym w zalezno$ci od ilosci odciggnietej z komorki
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wody (tab. I, kol. ¢) i nie zmienia sig, jak to wynika z do$wiad-
czenia, podanego w tab. | — nawet w trzykrotnie stezonej wodzie
morskiej. Odchylenia od $redniej wartosci x, réwnej 25.1%
(kol. ¢), sa w rozpatrywanem doswiadczeniu wyjgtkowo mate
i prawdopodobnie znajdujg sie w granicach btedu pomiaru obje-
tosci catego jaja. Dzieki temu tez stwierdzamy wystarczajaca
zgodno$¢ miedzy punktami, odpowiadajagcemi znalezionym obje-
toSciom komorki w roztworach hipertonicznych, a przebiegiem
krzywej teoretycznej, obliczonej dla x = 25.1% (por. rys. 1).

Tabela Il

Objeto$¢ jaj Paracentrotus lividus w roztworach hipertonicznych wody morskiej. Obliczona
objeto$¢ fazy rozdrobnionej (,*) rr 27.0% Doswiadczenie XII (10. VIII. 1925).
Volume des oeufs de Paracentrotus lividus dans des solutions hypertoniques d'eau de mer.
Volume de la phase dispersée calculé (x) = 27.(1% Expérience XII (10. VIII 1925).

Cisnienie e b
NrT. osmotyczne Objetos$¢ jaja
obserwacji roztworu Volume dt Voeuf
Nr Pression osmotique znaleziona obliczona a-b
d’obser- de la solution trouvé calculé
vation (1.96° A= 100) (107.3x 10'4mm3 = 100)
n= 10 v-- UuU + 27.0
P \ P
1 100 100.0+1.5 99.1 +0.9
2 150 73.9+1.6 76 4 -1.5
8 200 64 7+2 1 64 1 +0.6
4 225 59.2+0.6 60.2 -1 0
5 300 53.5+1.4 52.4 +11
!
Tabela IV

Objeto$¢ jaj (v) Arbacia pustulosa w roztworach wody morskiej o roznem ci$nieniu osmo-

tycznem (p). Obliczona objeto$¢ fazy rozdrobnionej (x)=36.4%. Dos$wiadczeuie XXa (16.11.1929).

Volume des oeufs d'Arbacia pustulosa dans des solutions anisotoniques d’eau de mer. Vo-
lume de la phase dispersée calculé (x)~36.4%. Expérience XXa (16.11.29).

Cisnienie a b
NT. osmotyczne Objetos jaja
obserwacji roztworu Volume d 1loeuf
Nr. Pression osmotique znaleziona obliczona a—b
d'obser- de la solution trouvé calculé
vation (1.96°A = 100) (121.6 x 10" 4nnn3=r 100) 6379
n= 10 V—-es + 36.4
P \ P
1 60.7 158 9 + 3.3 (141.5) (+17.4)
2 80.6 125.3 + 3.7 (115.5) (+ 9.8)
3 KioO 100.0 + 26 102.2 - 0.2
4 120.4 89.5 + 3.9 89.4 + 0.1
5 1597 76.7 + 2.4 76 4 + 03
6 199.0 68.2 + 11 68.5 + 0.3
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Tabela V.

Objeto$¢ jaj (v) Phallusia mamillata w roztworach wody morskiej o roznem ci$nieniu osrao-
tycznem (p). Obliczona objeto$¢ fazy rozdrobniouej (jc)==19.3%. Doswiadczenie XXVI (21.11.1929)

Volume des oeufs de Phallusia mamillata dans des solutions anisotoniques d'eau de mer.
Volume de la phase dispersée calculé (x)= 19.3j Expérience XXV (21.11.1929).

Cisnienie a b
N osmotyczne Objetos$é jaja
obserwacji roztworu Volume de I'oeuf
NT. Pression osmotique znaleziona obliczona a—b
d ‘obser- de la solution trouvé calculé
vation (1.93°A = 100) (938.1 x 10 - 4mms—100) 8100
n= 10 vzl + 103
p v P
1 80.6 126.3 + 2.9 (119.5) (+6.5)
2 100.0 100.0 + 0.8 100 3 -0.3
3 140.3 776 +05 77.0 +0.6
4 159.7 699 + 0.6 70.0 -0.1
5 179.6 639+ 0.3 64.4 -0.5
6 199.0 603+ 0.9 -« 60.0 +0 3
Tabela V.

Objetos¢ jaj (v) Echinas microtuberculatas w roztworach wody morskiej o roznem ci$nieniu
osmotycznem (p). Obliczona objeto$¢ fazy rozdrobnionej (x) — 22.6%.

Doswiadczenie XX b (16. Il. 1929).
Volume des oeufs d’Echinus microtuberculatas dans des solutions anisotoniques d’eau de mer.
Volume de la phase dispersée calculé (x) — 22.6%. Espérience XX b (16. I1. 1929).
Cisnienie @ b
NT. osmotyczne Objetos¢ jaja
obserwacji TOZIWOW ) Volume di Voeuf
NT. Pression osmotique znaleziona obliczona a-b
d'obser- de la solution trouve calculé
ti 1.96° A = 1 ' -
vation (1.96 00)  (124.5x 10'4mms = 100) 7627 226
n—10
P Y, P
1 80.6 124.5+1.1 (117.2) (+7.3)
2 1000 100.0+1.7 98.9 +1.1
3 140.3 76.1+1.0 76.9 —0.8
4 159.7 702+2.2 70.4 —0.2
5 199.0 61.1+0.8 60.9 +0.2

Takiej samej analizy wynikdéw dokonaliSmy w stosunku do
doswiadczen, przeprowadzonych na jajach innych gatunkéw zwie-
rzat morskich (Arbacia pustulosa, Phallusia mamillata, Eckinus
microtuberculatus, tab. 111—VI). W tych jednak doswiadczeniach
jaja mierzono masowo, wyprowadzajgc Srednig objeto$¢ jednego
jaja z 10-ciu pomiaréw w kazdym roztworze. Pomimo wiekszego
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popetnianego w tym przypadku bledu, nalezy uzna¢ we wszyst-
kich doswiadczeniach zgodno$¢ miedzy wynikami pomiaréw a za-
fozeniem réwnania (1) za wystarczajgce (rys. 2). Za szczegOlnie
zadawalajagcy mozna uzna¢ wynik dos$wiadczenia, przeprowadzo-
nego nad jajami Phallusia mamillata (tab. V), ktére ze wzgledu
na stosunkowo mate réznice w wielkoSci poszczeg6lnych jaj bar-
dziej od innych nadajg sie do tego rodzaju pomiaréw'.

Rys." 2. Zmiany objetos$ci jaj (o) Pallusia mamillata (krzywa Ne 1), Paracen-
trotus lividus (Ne 2) i Arbacia pustulosa (Ne 3) w roztworach hipertonicz-
nych wody morskiej (A = 1.96°, p — 100).

Fig. 2. Variations du volume des oeufs (v) de Phallusia mamillata (M 1), de
Paracentrotus lividus (Ne 2) et d’Arbacia pustulosa (Aie3) dans des solutions
hypertoniques d'eau de mer (A = 1.96° p = 100).

Ogolne wyniki dokonanych przez nas obliczerr objetosci fazy
rozdrobnionej wr jajach przedstawiajg sie zatem w sposéb naste-

pujacy:



148 K. Biataszewicz. VII, As 9.

Ne tabeli X
V. Phallusia mamillata.........n 19.3%
VI. Echinus microtuberculatus.....cccccoveeveennen. 22.6%
Il.  Paracentrotus lividusS......coeereiieeviennnnn. 25.1%
I11.  Paracentrotus lividusS ..., 27.0%
IV. Arbacia pustulosa....... 36.4%

Reasumujac, mozemy zatem twierdzi¢, ze w roztworach hi-
pertonicznych zachodzi $cisSle odwrotna proporcjonalno$¢ miedzy
ci$nieniem osmotycznem wody morskiej a pewng czescig komorki,
odpowiadajgcg fazie wodnej protoplazmy; stato$¢ tego stosunku
w plynach hipertonicznych dowodzi, ze reszta przestrzeni, kt6ra
jest zajeta przez substancje rozdrobnione, nie zmienia objetosci
pod wpltywem stezenia elektrolitow w komoérce. Fakt ten daje
moznos$¢, postugujac sie wzorem Illamburgera, obliczenia
z wystarczajacg doktadnoscig zawartosci substancyj rozdrobnio-
nych w komérce.

Dyskusja.

Zgéry mozemy powiedzie¢, ze w uktadach osmotycznych,
wypetnionych roztworem niejednorodnym, moze zachodzi¢ stosu-
nek odwrotnej proporcjonalnosci miedzy cisnieniem osmotycznem
zewnetrznem a objetoScig fazy wodnej, jedynie w tym przypadku,
jezeli zostang spetnione trzy nastepujace warunki: 1, jezeli btona,
odgraniczajaca uktad od roztworu, jest zupeinie nieprzepuszczalna
wzgledem substancyj rozpuszczonych w+ wodzie, natomiast dobrze
przepuszcza w obu Kierunkach wode; 2, jezeli niema w niej znacz-
niejszych oporéw (sprezysto$¢, napiecie powierzchniowe, i t. p.),
przeciwstawiajagcych sie wyréwnaniu cisnien osmotycznych; 3, je-
zeli objetos¢, jaka zajmujg w ukladzie ciata rozdrobnione, pozo-
staje niezmienna pod wpltywem zmian stezenia krystaloidow w cie-
czy miedzyczastkowej.

Jak stwierdziliSmy, komorki jajowe czynig zado$¢ powyz-
szym warunkom jedynie w roztworach hipertonicznych. Gdy mia-
nowicie w wodzie morskiej rozcieficzonej zmniejszenie koncentra-
cji elektrolitdbw powoduje nadmierne pobieranie wody wskutek
jej wigzanie przez koloidy komoérkowe, to w hipertonicznych roz-
tworach komérka traci wode w ten sposéb, jakgdyby ogdlna obje-
to$¢ substancyj rozdrobnionych byta wielkoScig niezmienng, nie-
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zalezng od zwigkszonego stezenia elektrolitow wewnatrz komorki.
Zgodnos$¢ pomiardw objetosci jaj z zatozeniami réwnania, okres$la-
jacego stosunek objetosci fazy wodnej komérki do cisnienia osmo-
tycznego roztworu, dowodzi ponadto, ze komérki jajowe w roz-
tworach hipertonicznych czynig réwniez zado$¢ dwu pozostatym
warunkom ukiadu osmotyeznego: mianowicie, zachowujg sie one
w ten sposéb, jakgdyby wielkos¢ oporow, stawianych przez war-
stwy powierzchniowe cytoplazmy, byta znikomo mata w poréw-
naniu z dziatajgcemi sitami osmotycznemi, oraz jakgdyby witasno-
§ci poéiprzepuszczalne otoczki plazmatycznej nie ulegaty zmianie
pod wplywem dziatania stezonych roztworow soli.

Oparcie metody oznaczania objetosci fazy rozdrobnionej na
opisanem zachowaniu sie komérek w piynach hipertonicznych
wymaga jednak zachowania szeregu specjalnych warunkéw do-
Swiadczalnych.

Pomijajagc doktadno$¢ samego pomiaru objetosci, jednym
z najwazniejszych warunkéw, tkwigcym w samym objekcie, jest
duzy stopienn plastycznosci warstw powierzchniowych komdrki,
biernie odksztatcajagcych sie pod wpltywem dziatania sit osmo-
tycznych. Komdrki badane winny by¢ nieobtonione i posiadaé
otoczke plazmatyczng, ujawniajgcg minimum oporu. Mata pla-
styczno$¢ warstw powierzchniowych moze sprawi¢, ze obliczona
objetos¢ fazy rozdrobnionej bedzie wieksza od rzeczywistej dzie-
ki temu, ze objetos¢, jaka zajmie komoérka w roztworze hiperto-
nicznym, bedzie — wskutek oporu tych warstw — zawsze wiek-
sza od teoretycznej.

Drugim warunkiem, ktéry moze by¢ w przeciwienstwie do
poprzedniego opanowany eksperymentalnie, jest sprowadzenie do
minimum szkodliwego dziatania ptynéw hipertonicznych. Z gory
mozna przewidywaé, ze dziatanie to idzie w dwu kierunkach:
1, stezone roztwory soli moga zwiekszaé przepuszczalno$é otoczki
plazmatycznej wzgledem ciat rozpuszczalnych, powodujac en-
dosmoze elektrolitow i zwigzang z nig deplazmolize; 2, moga one
ponadto wtornie zmniejsza¢ objetos¢ fazy rozdrobnionej, a to
wskutek zageszczenia elektrolitow wewnatrzkomérkowych, wy-
wotujac odwodnienie i wytrgcanie sie ciat koloidalnych. W pierw-
szym przypadku objetos¢ komorki, jakg zajmie w roztworze hi-
pertonicznym, bedzie wieksza, w drugim za$ mniejsza od teore-
tycznej, obliczona za$ objetos¢ fazy rozdrobnionej bedzie odpo-
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wiednio odbiega¢ od wartosci rzeczywistych. Nie wiemy, w jakim
stopniu to odwrotne dziatanie ptynéw hipertonicznych na osta-
teczng objeto$¢ komdrki znosi sie nawzajem, w kazdym badZ ra-
zie moze ono stanowi¢ powazne zrédto bledu metody.

Zmnejszenia btedu, wyptywajacego z tego Zzrodia, mozna
dokona¢ eksperymentalnie albo redukujagc do minimum czas dzia-
tania roztworow hipertonicznych, badZz tez uzywajac roztwordéw
mato stezonych, Ilub wreszcie uwzgledniajgc oba te czynniki
w stosunku wzajemnym, zapewniajacym najlepsze warunki ekspe-
rymentu fizjologicznego oraz odpowiednig doktadno$¢ samego
oznaczenia.

W pierwszym przypadku czynnikiem ograniczajgcym jest
czas, niezbedny do wyrdéwnania cisnien osmotycznych. W naszych
doswiadczeniach czas, w ktérym komdrki jajowe osiggaty naj-
mniejsza objeto$¢, nie przekraczat, nawet w roztworach najbar-
dziej stezonych, dwudziestu minut.

Druga ewentualno$¢, polegajaca na stosowaniu roztworéw
mozliwie mato stezonych, pozostaje w sprzecznosci z zasadg do-
ktadnego oznaczenia zawartosci substancyj rozdrobnionych w ko-
mdrce. Gdy bowiem w interesie zachowania fizjologicznych wa-
runkéw lezy utrzymanie stezenia, mozliwie mato odbiegajgcego
od stezenia ciat osmotycznych w normalnem $rodowisku komérki,
to warunkiem doktadnego oznaczenia substancyj rozdrobnionych
jest osiagniecie mozliwie najwiekszej redukcji wielkosci komarki,
poniewaz biad, jaki popelniamy w ustaleniu ostatecznej objetosci
komérki w hipertonji, ma wtedy wplyw stosunkowo najmniejszy
na $cisto$¢ oznaczenia objetosci fazy rozdrobnionej. Jak to wy-
nika z obliczenia orjentacyjnego, w przypadku np. 20% zawar-
tosci substancyj rozdrobnionych, btad jednoprocentowy w pomia-
rze objetosci komorki, znajdujacej sie w roztworze oy = 200, po-
woduje niescistos¢ w oznaczeniu fazy rozdrobnionej, wynoszaca
tylko 6%, w roztworze o = 150% juz 11.4%, za$ przy y~-
110% dochodzi do btedu, réwnemu 52.6% mierzonej wielkosci.
IV jednakowych pozostatych, warunkach bigd ten jest tern mniej-
szy, im komdrka zawiera wiekszg ilos¢ substancyj rozdrobnio-
nych.

Poniewaz za$ doktadno$¢ oznaczenia fazy rozdrobnionej za-
lezy od stopnia odciggniecia wody z komdrki, pozadane jest uzy-
cie takiego najbardziej stezonego roztworu soli, w ktorym przy
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najkrétszym czasie dziatania, zaleznym od osiggniecia réwnowa-
gi osmotycznej, nie nastepowatyby zmiany wtorne ani w przepu-
szczalnosci otoczki plazmatycznej, ani tez w stopniu wigzania
wody przez koloidy komorkowe. Stosunek wzajemny tych dwu
czynnikéw eksperymentalnych, t. j. stopnia hipertonji roztworu
i czasu jego dziatania, zalezy niezawodnie od wiasciwosci bada
nego objektu. W naszych doswiadczeniach, przeprowadzonych na
niezaptodnionych, dojrzatych komorkach jajowych kilku zwierzat
morskich osiggneliSmy warunki optymalne, dziatajac w ciagu
pét godziny dwukrotnie stezonym roztworem wody morskiej.

Streszczenie wynikow.

1°. Metoda oznaczania objetosci fazy rozdrobnionej w ko-
morce zyjacej, oparta na zasadzie Hamburgera, przyjmuja-
cej odwrotng proporcjonalno$¢ miedzy objetoscig cieczy miedzy-
czastkowej w cytoplazmie a cisnieniem osmotycznem Srodowiska,
moze byé stosowana do niezaptodnionych komérek jajowych je-
dynie w przypadku uzycia roztworéw hipertonicznych.

2°.  Zgodnos$¢ miedzy objetoSciami jaj znalezionemi i obli-
czonemi wedtug wzoru dowodzi, ze w warunkach zachowania od-
powiedniego stezenia roztworéw hipertonicznych oraz czasu ich
dziatania — na ostateczng objetos¢ komérki nie wywiera wpltywu
ani sprezysto$¢ warstw powierzchniowych protoplazmy, ani tez
ewentualne zmiany w przepuszczalnosci otoczki plazmatycznej
lub w stopniu adsorbcji wody przez koloidy komédrkowe.

3°.  Odmienne zachowanie sie jaj w roztworach hipotonicz-
nych, polegajace na nadmiernem pobieraniu wody, autor tluma-
czy pecznieniem koloidéw plazmatycznych, nastepujagcem wsku-
tek rozciefczenia elektrolitow w cieczy miedzyczastkowej.
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