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t e r s u c h u n g e n  a u c h  als K o r t i k a l s c h i c h t  beze i chne t  wirda.  
W ~ h r e n d  die Z R E  e l e k t r o n e n m i k r o s k o p i s c h  eine geschlos- 
sene Sch ich t  dars te l l t ,  die die Eihi i l le  n a c h  aussen  h i n  ab-  
schliesst ,  is t  die Z R I  i n h o m o g e n  u n d  aus  S/iulen in der  
F o r m  eines F i schgrAtenmus te r s  au fgebau t .  Die zwischen 
diesen S/~ulen v e r l a u f e n d e n  Porenkan / i l e  d u r c h d r i n g e n  die 
Z R I  v611ig in a n n ~ h e r n d  ge rad l in igem Verlauf .  W/ ih rend  
der  E i re i fung  d i enen  sie m i t  Hi l fe  yon  Mikrovil l i ,  in  die 
P ro top la sma-Aus l / iu fe r  der  Fol l ikeIzel len e inwachsen,  der  
E r n / i h r u n g  der  Oocyte.  Ob die in  den  Kan/ i len  deu t l i ch  
s i c h t b a r e n  kuge l igen  Gebi lde  (Figur  c) als Fo l l ike lma te r i a l  
oder  als Res t s t t i cke  solcher  Mikrovi l l i  gedeu te t  werden  
k6nnen ,  muss  h ie r  of ten  b le iben .  Wi r  k o n n t e n  sie zwar  n u r  
in  den  F r f i h s t ad i en  fests te l len,  doch  sp rechen  alle Anzei-  
chert daffir, dass  sich sowohl  die Mikrovi l l i  als auch  die 
Fol l ikelzel len  zur  O v u l a t i o n  v611ig aus  den  Kan/ i len  zu- 
r f ickziehen 4. 

Die Dickenverh~t t tn isse  der  drei  u n t e r s u c h t e n  S c h i c h t e n  
gehen  aus  der  A b b i l d u n g  deu t l i ch  h e r v o r  u n d  weisen die 
Z R I  m i t  e t w a  50 ~zm als besonders  m/ ich t ig  aus, w/ ih rend  
die Z R E  m i t  0,2 [zm e twa  2-3 m a l  d i inne r  is t  als die aufge-  
lager te  Sch le imsch ich t .  

Die b e i d e n  /~usseren S c h i c h t e n  (Sch le imsch ich t  u n d  
Z R E )  s ind be ide  annS, h e r n d  homogen ,  aber  d e n n o c h  deu t -  
l ich v o n e i n a n d e r  abgegrenz t ,  da  die Z R E  viel  d i ch t e r  i s t  
(Figur  b). W / i h r e n d  die Sch l e imsch i ch t  das  E i  gleichm/issig 
einhii l l t ,  b i lde t  die Z R E  zum Z e i t p u n k t  der  O v u l a t i o n  sog. 
Versch lussp f ropfen  aus, die die Kan/ i le  der  Z R I  wie m i t  
e i n e m  K o r k e n  verschl iessen.  Die Aufgabe  der  Schle im-  
sch ich t  s che in t  eine re ine  S c h u t z f u n k t i o n  zu sein, i n d e m  
sie sich im l e b e n d e n  Z u s t a n d  i iberaus  r e s i s t en t  gegenfiber  
B a k t e r i e n  u n d  Pi lzen  erweis t  u n d  ers t  wenige Tage vo r  
d e m  Schl i ipfen Auf l6see r sche inungen  zeigt. Da  sie me- 
chan i sch  die a m  wen igs ten  widers tandsf / ih ige  Sch ich t  der  
Eihi i l le  dars te l l t ,  is t  ihre  Res i s tenz  besonders  auffa l lend.  
Fi i r  die M6gl ichke i t  e iner  d a u e r n d e n  R e g e n e r a t i o n  aus  
d e m  Ei  h e r a u s  k o n n t e n  wir  ke ine  Hinweise  f inden ;  dage-  
gen spr~che  abe r  auch  die H e r k u n f t  der  Sch le imhau t ,  bei  
der  es sich u m  eine tertiS, re Eihi i l le  h a n d e l t  4 Bei  d e m  Ma- 
t e r ia l  der  Zona  r a d i a t a  h a n d e l t  es s ich  wahr sche in l i ch  u m  
k e r a t i n a r t i g e  P ro t e ine  5. Versuche,  die Schwefe lbr i icken  
d u r c h  <,sulfhydril c o m p o u n d s  ~ zu sprengen,  f i ih r ten  bei  
Scha len  yon  u n b e f r u c h t e t e n  E i e r n  zu e iner  Que l lung  u m  
35 -65%,  e n t s p r e c h e n d  der  A n w e n d u n g  yon  Thioglycol-  
s~ure (0 .1M) bzw. Cys te in  (0,1,~/). 

I n n e r h a l b  der  e r s t en  2 bis  3 Tage n a c h  der  E iab lage  las- 
sen sich in der  F e s t i g k e i t  der  Hiil le m eh r e r e  P h a s e n  un te r -  
scheiden,  die d u r c h  eine ve r sch i eden  hohe  B e l a s t b a r k e i t  

h e r v o r t r e t e n %  In  der  Hiil le zeigen s ich zu dieser  Zei t  abe r  
ke ine  s i c h t b a r e n  s t r u k t u r e l l e n  Ver / inderungen ,  die e inen  
Hinweis  geben  k 6 n n t e n ,  wesha lb  die E rk l / i r ung  wahr -  
sche in l ich  eher  aus  der  chemischen  Z u s a m m e n s e t z u n g  de r  
e inze lnen  a m  Bau  be te i l ig t en  Stoffe e r s ich t l i ch  sein wird.  
B e t r a c h t e n  wir  die Eihfi l le  y o n  der  Zei t  des  A u g e n p u n k t -  
s t a d i u m s  an, so zeigen sich ers t  ku rz  vor  d e m  Schl i ipfen 
(2-3 Tage) Ver / inderungen ,  die abe r  n u r  die Sch l e imsch i ch t  
bet reffen,  die j e t z t  a l lm/ ih l ich  zerf/tllt, w~hrend  s t ruk tu re l -  
le Auf l6see r sche inungen  in der  e igen t l i chen  Eihi i l le  (Zona 
r ad i a t a )  f iber  den  g e s a m t e n  Z e i t r a u m  n i c h t  zu beobach -  
t en  sind. E i n e  Auf l6sung  der  Eihi i l le  erfolgt  e r s t  u n m i t t e l -  
b a r  vor  d e m  sich ansch l i e s senden  Schl i ipfen v o n  der  Z R I  
he r  u n d  1Xsst s ich im Bere ich  des Kopfes  zuers t  fes ts te l len .  
Die A u s s c h i i t t u n g  des Sekretes  i s t  also ein kurz f r i s t ige r  
Vorgang,  dessen  M e c h a n i s m u s  - ne rv6se  oder  h u m o r a l e  
S t e u e r u n g  - noch  n i c h t  gekl/~rt is t  7. Die sich anschl iessen-  
de V e r d a u u n g  der  Hiil le erfolgt  fiber ein E i n d r i n g e n  des 
Sekretes  in  die Kan/i le  der  Z R I  und  b e w i r k t  ein v611iges 
Ko l l ab ie ren  der  ge samten  Schicht ,  die e n t w e d e r  v611ig 
gleichm/issig aufgel6s t  wi rd  oder  tei lweise zurf ickble ibt ,  
w e n n  der  F i sch  d u r c h  bere i t s  gebi lde te  L6cher  die Res t -  
hti l le verl~sst .  

Summary. The i n v e s t i g a t i o n  of t he  egg shel l  of Salmo 
trutta/ario L. reveals  severa l  layers,  wh ich  are  chemica l ly  
and  phys ica l ly  dif ferent .  D u r i n g  d e v e l o p m e n t  of t he  egg, 
t he  chor ion  does no t  show n o t a b l e  changes  in s t ruc tu re .  
I m m e d i a t e l y  a t  h a t c h i n g  t he  d i sso lu t ion  of t h e  egg t akes  
place as a resu l t  of t he  g lands  be ing  on t he  head  of t he  
embryo .  
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Antiviral  Propert ies  of H u m i c  Acids  

SCHULTZ 1 successful ly used pea t  mul l  to  p r e v e n t  t r ans -  
miss ion  of foot  and  m o u t h  disease in pigs and  i t  was  assum-  
ed t h a t  t he  a n t i v i r a l  a c t i v i t y  was due  to  t he  h u m i c  acids 
wh ich  p r o b a b l y  caused  d e n a t u r a t i o n  of v i ra l  p ro te in .  The  
chemica l  s t r u c t u r e  of t he  h u m i c  acids is u n k n o w n  , a l t h -  
ough  in severa l  l abora to r i e s  m a n y  d e g r a d a t i o n  p r o d u c t s  
such  as phenol ic  acids, c a r b o h y d r a t e s  and  a m i n o  acids 
h a v e  been  i so la ted  ~. I n  order  to  s t u d y  t he  a n t i v i r a l  pro-  
pe r t i es  of h u m i e  acids we p r e p a r e d  a m m o n i u m  h u m a t e  
f rom pea t  w a t e r  b y  a m e t h o d  p rev ious ly  descr ibed  3 a n d  
t e s t ed  th i s  aga ins t  Coxsackie  v i rus  A9 (Griggs-Baylor ,  ob- 
t a i n e d  f rom Dr. SYROC]~K, Prague ,  ~ S S R )  in cell cul ture .  
The  cells, Fogh  a n d  L u n d  (FL) cells, were m a i n t a i n e d  w i t h  
Eag le ' s  m i n i m u m  essent ia l  m e d i u m  (MEM) mixed  to 
equa l  p a r t s  w i t h  H a n k s  sa l t  so lu t ion  c o n t a i n i n g  0,5% Lac- 

t a l b u m i n  h y d r o l y s a t e  Difco (Difco Labo ra to r i e s  Det ro i t ,  
Michigan,  USA)  and  0.01% B a c t o  yeas t  e x t r a c t  Difco. 
To th i s  m e d i u m  was added  10% h e a t  i n a c t i v a t e d  calf se- 
rum,  100 ~g/ml  S t r e p t o m y c i n  ( V E B  J e n a p h a r m ,  Jena ,  
DDR)  a n d  100 I U / m l  Penic i l l in  G, J e n a p h a r m .  The  cul- 
tu res  were i n c u b a t e d  a t  35 ~ a n d  reached  a cell dens i ty  of 
10 6 cel ls /ml  b y  day  3. A t  th i s  s tage  t he  m e d i u m  was re- 
p laced  b y  m a i n t e n a n c e  m e d i u m  c o n t a i n i n g  3% calf s e rum 
and  t he  cu l tu res  t r e a t e d  wi t t l  a m m o n i u m  h u m a t e  
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Fig. 1. Inhibition of Viral-induced cytopathic effect by ammonium 
humate. �9169 at the 3rd day after infection with Coxsackie virus 
A9. O--O, 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- 
saekie virus A9. TCIDs0 after treatment (72 h) with different quanti- 
ties of ammonium humate. TCIDs0 of control cultures without hu- 
mate is 10 s. 

(37.5-1200 [zg/ml), a m m o n i u m  s u l p h a t e  (at  concen t r a -  
t ions  of NH4+ equ imola r  to  those  of a m m o n i u m  h u m a t e ) ,  
in fec ted  w i t h  Coxsackie  v i rus  A 9 (Griggs-]3aylor;  inocu-  
l u m  to  give f ina l  c o n c e n t r a t i o n / c u l t u r e  logt04.0 TCIDs0 / 
ml), or s i m u l t a n e o u s l y  in fec ted  b y  v i rus  and  t r e a t e d  w i t h  
a m m o n i u m  h u m a t e  or  a m m o n i u m  su lpha te .  The  cu l tu res  
were i n c u b a t e d  a t  35 ~ for 3 or 6 days  a n d  the  resu l t s  were 
r e c o r d e d  e i the r  b y  e s t i m a t i n g  t he  p e r c e n t  r educ t i on  of 
v i ru s - induced  c y t o p h a t h i c  effect  (TAYIM et  al. 4) or b y  
m e a s u r i n g  t h e  yie ld  of v i r u s / m l  cul ture .  

A m m o n i u m  h u m a t e  a lone  was no t  cy to tox ic  b u t  pos-  
sessed m a r k e d  a n t i v i r a l  ac t iv i ty .  A t  3 days  224 vg /ml  re- 
su l t ed  in 75% i n h i b i t i o n  of v i r a l - i nduced  c y t o p a t h i c  ef- 
fects,  b u t  in  order  to  ach ieve  t he  same level  of i n h i b i t i o n  
a t  6 days  562 Fg/ml  were r equ i r ed ;  t h e  dose-response  re= 
l a t i onsh ip  was l inear  (Figure  1). W i t h  r ega rd  to t he  effect  
on  yield of v i rus  t he re  was aga in  a l inea r  r e l a t ionsh ip  be- 
t w e e n  dose a n d  response  (Figure  2). A t  100 vg /ml  a m m o -  
n i u m  h u m a t e  t he  yie ld  of v i rus  was a b o u t  100-fold less 
t h a n  in u n t r e a t e d  in fec ted  con t ro l  cul tures .  E q u i v a l e n t  
c o n c e n t r a t i o n s  of a m m o n i u m  su lpha t e  h a d  no effect  on  
v i ra l  inh ib i t ion ,  no r  were t h e y  cyto toxic ,  t hus  ru l ing  ou t  
t h a t  t he  i n h i b i t o r y  fac to r  was  associa ted  w i t h  NH4+ ions. 
The  ac t ive  chemica l  c o n s t i t u e n t  of a m m o n i u m  h u m a t e  
has  n o t  been  cha rac t e r i zed  a n d  our  obse rva t i ons  do  l i t t le  
to  e luc ida te  t he  o b s e r v a t i o n s  of SCHULTZ 1, which  pre-  
s u m a b l y  resu l ted  f rom the  d i rec t  ac t ion  of the  h u m i c  acids 
on  a ce r t a in  s tep  of v i rus  m u l t i p l i c a t i o n  system.  

Zusammen/assung. Es wi rd  ein an t i v i r a l e r  E f f ek t  v o n  
A m m o n i u m h u m a t  gegeni iber  Coxsackiev i rus  A9 in FL-  
Ze l lku l tu r en  nachgewiesen.  Die an t iv i r a l e  W i r k u n g i s t  auf  
den  H u m a t a n t e i l  des Molekiils zur t ickzuf i ihren.  
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T h e  U s e  of  M i t o c h o n d r i a l  M u t a n t s  of  Y e a s t  in  t h e  

For  t h e  de t ec t i on  of new a n t i m e t a b o l i t e s  p roduced  b y  
microorgan isms ,  s y n t h e t i c  n u t r i e n t  m e d i a  c o n t a i n i n g  
m i n e r a l  n i t r ogen  are used, a n d  as t e s t s  are e m p l o y e d  bac-  
t e r i a  capab le  of growing  in a s i m p l e  s y n t h e t i c  env i ron-  
men t ,  such  as Escherichia coli, Bacillus subtilis a n d  some 
o the r s  1, 2. In  t he  r ich  n u t r i e n t  media ,  a n t i m e t a b o l i t e s  syn-  
thes ized  b y  mic roo rg an i s m s  c a n n o t  be  de t ec t ed  a t  all, 
s ince t h e i r  ac t ion  is neu t r a l i z ed  b y  t he  m e t abo l i t e s  p r e sen t  
in  t he  med ium.  I t  is c lear  t h a t  cells of m a l i g n a n t  t umors ,  
m u l t i p l y i n g  in v i t r o  in  t he  r i ch  n u t r i e n t  media ,  c a n n o t  be  
used in screening  of a n t i m e t a b o l i t e s .  

I t  would  be  of g r ea t  i n t e r e s t  to  use euka ryo t i c  cells for 
screening of a n t i m e t a b o l i t e s  p roduced  b y  mic roorgan i sms .  
Such  cells possess t yp i ca l  nucle i  and  m i t o c h o n d r i a l  sys- 
t ems .  The  l a t t e r  are  p a r t i c u l a r l y  i m p o r t a n t ,  s ince t u m o r  
m i t o c h o n d r i a  e x h i b i t  r educed  ac t iv i t i e s  and  deficiencies 
c o m p a r e d  to  m i t o c h o n d r i a  f rom n o r m a l  cells 3. W e  the re -  
fore used  for t h i s  purpose  cu l tu res  of 2 species of yeas t ,  

S c r e e n i n g  for  N e w  A n t i m e t a b o l i t e s  

Candida utilis s t r a i n  766, a n d  Torulopsis globosa s t r a i n  
697, wh ich  grow well  on  s y n t h e t i c  n u t r i e n t  med ia  con ta in -  
ing m i n e r a l  n i t rogen .  I n  b o t h  species we induced  mi to -  
chondr i a l  m u t a n t s  w i t h  smal l  colonies, impa i r ed  respira-  
t i on  and  e n h a n c e d  glycolysis,  wh ich  are  capab le  of grow- 
ing on  s y n t h e t i c  n u t r i e n t  media .  As is known,  such  mu-  
t a n t s  show gross a l t e r a t i o n  of t he i r  m i t o c h o n d r i a l  D N A  4. 

The  i n d u c t i o n  of m i t o c h o n d r i a l  m u t a n t s  w i t h  smal l  co- 
lonies in  t he  yeas t  Candida utilis a n d  Torulopsis globosa 
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