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tersuchungen auch als Kortikalschicht bezeichnet wird3,
Waihrend die ZRE elektronenmikroskopisch eine geschlos-
sene Schicht darstellt, die die Eihiille nach aussen hin ab-
schliesst, ist die ZRI inhomogen und aus Sdulen in der
Form eines Fischgritenmusters aufgebaut. Die zwischen
diesen Sédulen verlaufenden Porenkanile durchdringen die
ZR1 vollig in anndhernd geradlinigem Verlauf. Wahrend
der Eireifung dienen sie mit Hilfe von Mikrovilli, in die
Protoplasma-Ausldufer der Follikelzellen einwachsen, der
Erndhrung der Oocyte. Ob die in den Kanidlen deutlich
sichtbaren kugeligen Gebilde (Figur c) als Follikelmaterial
oder als Reststiicke solcher Mikrovilli gedeutet werden
konnen, muss hier offen bleiben. Wir konnten sie zwar nur
in den Frithstadien feststellen, doch sprechen alle Anzei-
chen dafiir, dass sich sowohl die Mikrovilli als auch die
Follikelzellen zur Ovulation voéllig aus den Kanilen zu-
riickziehen*.

Die Dickenverhaltnisse der drei untersuchten Schichten
gehen aus der Abbildung deutlich hervor und weisen die
ZRI mit etwa 50 pm als besonders michtig aus, wiahrend
die ZRE mit 0,2 pm etwa 2-3 mal diinner ist als die aufge-
lagerte Schleimschicht.

Die beiden &dusseren .Schichten (Schleimschicht und
ZRE) sind beide anndhernd homogen, aber dennoch deut-
lich voneinander abgegrenzt, da die ZRE viel dichter ist
(Figur b). Wahrend die Schleimschicht das Ei gleichmissig
einhiillt, bildet die ZRE zum Zeitpunkt der Ovulation sog.
Verschlusspfropfen aus, die die Kanile der ZRI wie mit
einem Korken verschliessen. Die Aufgabe der Schleim-
schicht scheint eine reine Schutzfunktion zu sein, indem
sie sich im lebenden Zustand iiberaus resistent gegeniiber
Bakterien und Pilzen erweist und erst wenige Tage vor
dem Schliipfen Aufloseerscheinungen zeigt. Da sie me-
chanisch die am wenigsten widerstandsfiahige Schicht der
Eihiille darstellt, ist ihre Resistenz besonders auffallend.
Fiir die Moglichkeit einer dauernden Regeneration aus
dem Ei heraus konnten wir keine Hinweise finden; dage-
gen spriache aber auch die Herkunft der Schleimhaut, bei
der es sich um eine tertidre Eihiille handelt®. Bei dem Ma-
terial der Zona radiata handelt es sich wahrscheinlich um
keratinartige Proteine®. Versuche, die Schwefelbriicken
durch ¢sulfthydril compounds» zu sprengen, fithrten bei
Schalen von unbefruchteten Eiern zu einer Quellung um
35-659%,, entsprechend der Anwendung von Thioglycol-
saure (0.1M) bzw. Cystein (0,11).

Innerhalb der ersten 2 bis 3 Tage nach der Eiablage las-
sen sich in der Festigkeit der Hiille mehrere Phasen unter-
scheiden, die durch eine verschieden hohe Belastbarkeit

Antiviral Properties of Humic Acids

ScuuLTz?! successfully used peat mull to prevent trans-
mission of foot and mouth disease in pigs and it was assum-
ed that the antiviral activity was due to the humic acids
which probably caused denaturation of viral protein. The
chemical structure of the humic acids is unknown, alth-
ough in several laboratories many degradation products
such as phenolic acids, carbohydrates and amino acids
have been isolated? In order to study the antiviral pro-
perties of humic acids we prepared ammonium humate
from peat water by a method previously described?® and
tested this against Coxsackie virus A9 (Griggs-Baylor, ob-
tained from Dr. SyrU¢EK, Prague, CSSR) in cell culture.
The cells, Fogh and Lund (FL) cells, were maintained with
Eagle’s minimum essential medium (MEM) mixed to
equal parts with Hanks salt solution containing 0.5% Lac-
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hervortreten®. In der Hiille zeigen sich zu dieser Zeit aber
keine sichtbaren strukturellen Verinderungen, die einen
Hinweis geben koénnten, weshalb die Erklirung wahr-
scheinlich eher aus der chemischen Zusammensetzung der
einzelnen am Bau beteiligten Stoffe ersichtlich sein wird.
Betrachten wir die Eihiille von der Zeit des Augenpunkt-
stadiums an, so zeigen sich erst kurz vor dem Schliipfen
(2-3 Tage) Verdanderungen, die aber nur die Schleimschicht
betreffen, die jetzt allm&hlich zerfillt, wihrend strukturel-
le Aufldseerscheinungen in der eigentlichen Eihiille (Zona
radiata) iiber den gesamten Zeitraum nicht zu beobach-
ten sind. Eine Auflésung der Eihiille erfolgt erst unmittel-
bar vor dem sich anschliessenden Schliipten von der ZRI
her und lédsst sich im Bereich des Kopfes zuerst feststellen.
Die Ausschiittung des Sekretes jst also ein kurzfristiger
Vorgang, dessen Mechanismus — nervése oder humorale
Steuerung — noch nicht geklart ist?. Die sich anschliessen-
de Verdauung der Hiille erfolgt iiber ein Eindringen des
Sekretes in die Kanéle der ZRI und bewirkt ein volliges
Kollabieren der gesamten Schicht, die entweder véllig
gleichmissig aufgelost wird oder teilweise zuriickbleibt,
wenn der Fisch durch bereits gebildete Locher die Rest-
hiille verlésst. ‘

Summary. The investigation of the egg shell of Salmo
trutta favio L. reveals several layers, which are chemically
and physically different. During development of the egg,
the chorion does not show notable changes in structure.
Immediately at hatching the dissolution of the egg takes
place as a result of the glands being on the head of the
embryo.
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talbumin hydrolysate Difco (Difco Laboratories Detroit,
Michigan, USA) and 0.01%, Bacto yeast extract Difco.
To this medium was added 109, heat inactivated calf se-
rum, 100 pg/ml Streptomycin (VEB Jenapharm, Jena,
DDR) and 100 IU/ml Penicillin G, Jenapharm. The cul-
tures were incubated at 35°C and reached a cell density of
108 cells/ml by day 3. At this stage the medium was re-
placed by maintenance medium containing 3%, calf serum
and the cultures treated with ammonium humate

1 H. ScuuLTz, Dt. tierdrztl. Wschr. 69, 613 (1962).
2 W, WiLpENHAIN, Freiberger Forschungsh. 4 447, 7 (1969).
3 R. KiockinG and D. MUCKE, Z. Chem. 9, 453 (1969).
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Fig. 1. Inhibition of viral-induced cytopathic effect by ammonium
humate. O— O, at the 3rd day after infection with Coxsackie virus
A9. @—@, at the 6th day after infection with Coxsackie virus A9.
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Fig. 2. The effect of ammonium humate on the multiplication of Cox-
sackie virus A9. TCID;, after treatment (72 h) with different quanti-
ties of ammonium humate. TCIDg, of control cultures without hu-
mate is 108,

The Use of Mitochondrial Mutants of Yeast in the

For the detection of new antimetabolites produced by
microorganisms, synthetic nutrient media containing
mineral nitrogen are used, and as tests are employed bac-
teria capable of growing in a simple synthetic environ-
ment, such as Escherichia coli, Bacillus subtilis and some
others® 2. In the rich nutrient media, antimetabolites syn-
thesized by microorganisms cannot be detected at all,
since their action is neutralized by the metabolites present
in the medium. It is clear that cells of malignant tumors,
multiplying in vitro in the rich nutrient media, cannot be
used in screening of antimetabolites.

It would be of great interest to use eukaryotic cells for
screening of antimetabolites produced by microorganisims.
Such cells possess typical nuclei and mitochondrial sys-
tems. The latter are particularly important, since tumor
mitochondria exhibit reduced activities and deficiencies
compared to mitochondria from normal cells3. We there-
fore used for this purpose cultures of 2 species of yeast,
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(37.5-1200 pg/ml), ammonium sulphate (at concentra-
tions of NH,* equimolar to those of ammonium humate),
infected with Coxsackie virus A9 (Griggs-Baylor; inocu-
lum to give final concentration/culture log,¢4.0 TCID,,/
ml), or simultaneously infected by virus and treated with
ammonium humate or ammonium sulphate. The cultures
were incubated at 35°C for 3 or 6 days and the results were
recorded either by estimating the percent reduction of
virus-induced cytophathic effect (Tamm et al4) or by
measuring the yield of virus/ml culture.

Ammonium humate alone was not cytotoxic but pos-
sessed marked antiviral activity. At 3 days 224 pg/ml re-
sulted in 75% inhibition of viral-induced cytopathic ef-
fects, but in order to achieve the same level of inhibition
at 6 days 562 ug/ml were required ; the dose-response re-
lationship was linear (Figure 1). With regard to the effect
on yield of virus there was again a linear relationship be-
tween dose and response (Figure 2). At 100 pg/ml ammo-
nium humate the yield of virus was about 100-fold less
than in untreated infected control cultures. Equivalent
concentrations of ammonium sulphate had no effect on
viral inhibition, nor were they cytotoxic, thus ruling out
that the inhibitory factor was associated with NH,* ions.
The active chemical constituent of ammonium humate
has not been characterized and our observations do little
to elucidate the observations of Scrurrz!, which pre-
sumably resulted from the direct action of the humic acids
on a certain step of virus multiplication system.

Zusammenfassung. Es wird ein antiviraler Effekt von
Ammoniumhumat gegeniiber Coxsackievirus A9 in FL-
Zellkulturen nachgewiesen. Die antivirale Wirkung ist auf
den Humatanteil des Molekiils zuriickzufiihren.
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Screening for New Antimetabolites

Candida utilis strain 766, and Torulopsis globosa strain
697, which grow well on synthetic nutrient media contain-
ing mineral nitrogen. In both species we induced mito-
chondrial mutants with small colonies, impaired respira-
tion and enhanced glycolysis, which are capable of grow-
ing on synthetic nutrient media. As is known, such mu-
tants show gross alteration of their mitochondrial DN A4,

The induction of mitochondrial mutants with small co-
lonies in the yeast Candida wutilis and Torulopsis globosa
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