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no major  difference in thei r  d is t r ibut ion  exists among  
the  brain par ts  s tudied wi th  the  possible except ion of the  
h ippocampus  which m a y  have  a smaller  'effect ive '  
ext racel lu lar  space. Hence  these substances can serve 
as reference or 'control '  substances.  By  compar ing  values 
for ~1~C 1 glucose (Table II) wi th  those for IsH~OH (Tablet)  
i t  becomes apparen t  t ha t  in all s t ructures  s tudied 
incorpora t ion  of [~*C l of glucose is a funct ion of the  to ta l  
water  content ,  bu t  comparisons be tween  [a4C~ fructose 
and EaH?OH reveal  t h a t  d iencephalon and h ippocampus  
conta in  less [laC~ than  would be expected  f rom analysis 
of the  [3H~OH data. This m a y  be re la ted to different  
rates of fructose metabo l i sm in different  cerebral  struc- 
tures. 

Rat ios  of E14C]/E3H~ of s imul taneously- in jec ted  radio- 
act ive  glucose and water  (Table I I I )  indicate  t ha t  cer ta in  
brain s t ructures  (i.e., cerebellum, h ippocampus  and 
diencephalon) can be shown to differ f rom the  others by 
this method.  Less E14C; of glucose entered these s t ructures  
than  was expected on the  basis of [3H] OH exchange which 
m a y  indicate  t ha t  energy metabo l i sm occurs to a lesser 
ex ten t  (or more slowly) in these regions. The f inding t h a t  
Ea4CI a toms of fructose sucrose or py ruva t e  wi th  the  
except ion of h ippocampus  were incorpora ted  to similar  
extents  into all s t ructures  wi th  respect  to ~H~ (of 
[3H]OH or [_3H 1 inulin) indicates t h a t  incorporat ion of 
these substances is re la ted direct ly  to the  'spaces '  of 

bra in  or to its to ta l  water  content .  This method  migh t  be 
useful for s tudying  changes in the  metabo l i sm of energy- 
yielding substrates  which m a y  be produced in awake 
behaving  animals  by pharmacologica l  insult  or environ-  
menta l  st imuli .  However ,  i t  mus t  be realized tha t  the  
incorporat ion into bra in  of substances which can be 
metabol ized is subject  to diurnal  variation19, 20 and 
therefore tha t  t ime  of day  is a cri t ical  factor  in t h i s  t ype  
of study.  

Rdsumd. Une m6thode nouvel le  est pr4sent6e pour  
6tudier des corr61ations qui  exis tent  entre le cerveau et 
le compor t emen t  des an imaux.  
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U n t e r s u c h u n g e n  fiber U l t r a s t r u k t u r  und A m i n o s f i u r e n z u s a m m e n s e t z u n g  der E i s c h a l e n  v o n  Natrix 
natrix 

Die Eischalen yon vielen Rept i l ien - insbesondere der 
Schlangen - sind nicht  e indeut ig  verkalkt ,  auch wenn bei 
Natrix natrix natrix gelegentl ich aufgelagerte  Kalkkr is ta l -  
le beobachte t  werden 1, e. Im  Gegensatz  zu Vogeleischalen 
f inden sich in nicht  kalkigen Eischalen yon Rept i l ien  
v611ig anders aufgebaute  Pro te ine  a. Innerha lb  der Rept i -  
l ien zeigt sich abet  such  bei nicht  verka tk ten  Eischalen 
eine deut l iche Gruppierung auf Grund einer unterschied-  
l ichen Aminos~turenzusammensetzung.  Bisher konnten  
mindestens  4 typische Aminos~turen-Profile festgestel l t  
werden:  Dermochelys-Typ,  Tarento la-Typ,  Phelsuma-  
Typ  und Eublepharis-Typ2.  

Die in Eischalen yon Lederschi ldkr6ten (Dermochelys 
coriacea) gefundenen Aminos~uren-Rela t ionen  unter-  
scheiden sich sehr deut l ich von den 3 i ibrigen bei Gekkos 
auffal lenden AminosXuren-Verh~ltnissen. Das ers tmal ig  
bei Eublepharis festgestell te AminosSmren-Profil  ist 
charakter is t isch fiir prakt i sch  alle Squamaten  ~. Auch 
lassen sich bei kalkigen Schalen yon Rept i l ien unter-  
schiedliche kristall ine Bauste ine  ermi t te ln  4, 

Ziel dieser Arbei t  war  es, Eischalen yon  Schlangen 
(Natrix natrix natrix) in ihrer S t ruk tu r  und ihrer Amino-  
s~uren-Zusammensetzung zu untersuchen und mi t  bereits 
bekann tem Material  zu vergleichen. 

Versuchsmethodik. Frische Schalen yon Eiern  der Rin-  
ge lnat ter  und der Membrana  tes tacea des Haushuhns  
(HNL-Hybr idhuhn)  wurden in eine l % i g e  Osmium- 
s~urel6sung (0,1 M Cacodyla t -Puffer  mi t  7,5% Sucrose, 
p H  7,2, Osmolari t / i t  450) 2 h f ixier t  und nach Dehydrie-  
rung mi t  Alkohol  in E p o n  eingebet tet .  Ble in i t ra t  diente 
zur Nachkont ras t i e rung  der Dfinnschnit te.  Die F~irbung 
mi t  Ru then iumro t  (modifiziert  nach LUFT s) erfolgte bei 
der  Vorf ixierung in 3% Glutara ldehyd (0,1 M Cacodylat-  
Puffer  mi t  0,5% Sucrose, p H  7, 2, 2000 p p m  Ruthen ium-  
rot). Die wei teren Schri t te  wurden entsprechend der oben 

beschriebenen Methode (aber ohne Nachkontras t r ierung)  
durchgefi ihrt .  

Die Aminos~uren-Analyse  erfolgte an einem entspre- 
chenden Analysator  nach Hydro lyse  in 6 N HC1 (24 h) 
bei 110~ s. Zur Cys t in -Bes t immung haben wir die Proben 
nach HIRS 7 mi t  Perameisens~ure vorbehandel t .  

Ergebnisse und Diskussion. Die Eischalen yon Ringel-  
na t t e rn  sind aus Fasern aufgebaut ,  die untere inander  in 
Verbindung stehen (Figur 1). Jede  Faser  bes teht  aus 
einer weniger e lekt ronendichten  Hal le  (mit  Ieiner, granu- 
lgrer Textur)  und der homogenen  Core-Substanz (Me- 
dul la-Substanz) .  Das Core ist  von  zahlreichen Hohlrgu-  
men  - besonders bei  den Fasern im ~tusseren Bereich der 
Schale - durchsetzt .  In  der Fe ins t ruk tu r  ghneln diese 
Fasern  denen der Membrana  tes tacea  v o m  Haushuhn  
(Figur 2) s, jedoch ist die Hii l lsubstanz bei der Ringel-  
na t t e r  (0,15 ~m) schw/icher ausgebi ldet  als beim Haus-  
huhn  (0,3 ~zm). Die Faserhi i l ien lassen sich - besonders in 
der gusseren Zone - bei der R inge lna t t e r  und beim H u h n  
mi t  Ru then iumro t  t ingieren (Figuren l a  und 2a). 

Die Core-Substanz ist  dagegen nicht  fgrbbar.  Die 
R u t h e n i u m - R e a k t i o n  in der Faserhii l le  der Ringe lna t te r  
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Fig. 1. Fasern /iusseren Eisehalenbereichs vonde r  Ringelnatter. Fig. 2. Fasern der Membrana testaeea vom Huhn. Core (C), Mantel 
Core-Anteil mit Hohlrfiumen (CH), Mantelsubstanz (~'[). x 10,000. (M). • 10,000. 

Fig. la und 2a. Mit Rutheniumrot tingierte Fasern. la) Reaktion des 
Fasermantels yon der Ringelnatter mit Rutheniumrot. • 
2a) F~irbung der ~iusseren Zone des Fasermantels vom Huhn. 
X 15,000. 

Aminos~iurenzusammensetzung von Eischalen der Ringelnatter und 
der Membrana testaeea des Haushuhns 

Eischalen (Natrix) Membrana (Gallus) 

Asp 5,20 7,24 
Thre 2,32 7,52 
Ser 2,40 7,98 
Glu 3,95 10,60 
Pro 26,82 10,30 
Gly 5,05 9,35 
Ala 5,45 3,30 
Cys 1/2 7,97 8,60 
Val 4,00 6,42 
Meth 0,58 2,40 
Ileu 1,34 2,64 
Leu 5,23 3,52 
Tyr 4,25 1,00 
Phe 0,80 1,20 
Lys 0,85 1,90 
His 9,64 2,05 
Arg 5,85 4,08 

Agaben in Mol-%. 

1/~sst auf das V o r k o m m e n  yon Mucopolysachar iden  und /  
oder  P ro teog lykanen  schliessen. Dies ist berei ts  fiir das 
H u h n  nachgewiesen  worden  9-11. Im  Unte r sch ied  zum 
H u h n  fallen besonders  die HohlrS~ume im Faser-Core der  
R inge lna t t e r  auf;  sie di i rf ten fiir eine spezielle F u n k t i o n  
ausgebi ldet  sein. 

Die Pro te ine  der Eischalen  von  Natr ix  nalrix nnd  der  
M e m b r a n e  tes taeea  yon  Gallus gallus dora. sind t ro tz  
morphologischer  V e r w a n d t s c h a f t  versch ieden  konst ruier t .  
Dies geht  aus dem unterschied l iehen  L6sl ichkei tsverhal-  
ten  und  der Aminos / iu ren -Zusammense tzung  (Tabelle) 
hervor .  In  den Eischalen  von Natr ix  natrix k o m m e n  pro-  
l inreiche Pro te ine  vor, die man  bei p rakf i sch  allen anderen  
S q u a m a t e n  auch f indet  2. W e n n  zu dem hohen  Gehal t  an 
Prol in  noch ein vergle ichbar  hoher  W e r t  fiir Cystein t r i t t ,  
dann  en t sp r i ch t  dies dem Eublephar i s -Typ ,  der  auch bei 
Natrix  natrix vorliegt.  Zus~tzlich abe t  fallen re la t iv  hohe 
W e r t e  fiir Hisf id in  und Arginin auf, die in gleichem Ver- 
h~ltnis  zu den anderen  Aminos/~uren nu t  noch bei Skin- 
ken, Eidechsen,  W a r a n e n  und den bisher  un t e r such t en  
Schlangen (Pythonidae)  2 vo rkommen .  Die Ergebnisse  yon 
Natr ix  natrix en t sp rechen  den bisher igen Befunden  fiir 
Eischalen  von Schlangen.  Ob zwischen Skinken,  Ei-  
dechsen,  W a r a n e n  und Schlangen gemeinsame Beziehun-  
gen hins icht l ich  der  E i scha len-Pro te ine  bes tehen,  sei zur 
Diskussion gestellt .  

Der  hohe  Prol in-Gehal t  yon E i scha len -Pro te inen  des 
Eub lepha r i s -Typs  deu te t  auf Copoly-L-Prol in hin.  Von  
(trans)-Poly-L-Prolin (II) ist  bekann t ,  dass  es kollagen- 
/ihnliche S t ruk tu ren  bes i tz t  le. Po lyaminos~uren  mi t  der  
Sequenz Gly-Pro-Ala  bi lden eine kollagen~thnliche Drei-  
fach-Hel ix  aus la, 1~. Es  liegt die V e r m u t u n g  nahe,  dass  in 
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den Eischalen  von Natrix natrix ebenfalls  kollagen~hn- 
liche Pro te ine  vorkomlnen,  die die Stabi l i tg t  und  hohe 
Zugfest igkei t  dieser Eischalen  im Vergleich zu kalkigen 
Eischalen  erklgren k6nn ten  1~. Diese E igenschaf t en  wer- 
den zweifellos yon  Querve rne tzungen  durch  Disulfid- 
brt icken unters t f i tz t ,  wie sie ftir die Cuticula yon  A scaris 16 
und Iiir die Kapse ln  yon  N e m a t o c y s t e n  der  Seeanemone iv 
angenommmen worden  sind. Die Hoh l rgume  i111 Faser-  
Core der R inge lna t t e r -E i scha len  k6nn ten  ebenfalls  helfen, 
die 111echanischen E igenschaf t en  zu verbessern ;  gleich- 
z d t i g  ist aber  auch eine Betei l igung am Gas- und  Fltissig- 
ke i t saus tausch  zu vermmuten. 

and arginine. The high proline con ten t  is discussed wi th  
regard to  tile proper t ies  of poly-L-proline. P r e sumab ly  
prote ins  similar to collagen exist  in eggshells of Natrix 
natrix. 
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Summary. The u l t r a s t ruc tu res  of eggshells of Natrix 
natrix and the  mmemmbrana t es tacea  of Gallus gallus dora. 
are ve ry  similar, wi th  the  except ion  of cav i ty  sys tems  
which only exist  in eggshells of snakes (ringsnake) b u t  
no t  in the  memmbrana tes tacea  of birds.  In  the  shea th  of 
the  fibres of Natrix natrix, a posi t ive  r u t h e n i u m  red-  
reac t ion  indicates  the  presence  of mucopolysachar ides ,  
or proteoglycans .  The eggshells of Natrix natrix conta in  
a h igh p ropor t ion  of proline, bu t  also of cystine,  h is t id ine  
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The Molecular  Bas is  for Scent  Discr iminat ion:  
melli]era L.) Condit ioned wi th  Ni trobenzene  

The subs t i tu t ion  of an isotopic a tom such as deu te r ium 
for p ro t i um ill a molecule conta in ing  hydrogen  should 
leave essent ial ly  unchanged  those  molecular  proper t ies  
t h a t  are associated wi th  electronic s t ruc ture  and  force 
fields. In  contras t ,  molecular  proper t ies  d e p e n d e n t  upon 
mass  are changed 1. If t he  chemorecep to r  sys t em for odor 
de tec t ion  involves an electric field t h a t  fits a receptor  
site S , t he  r ep lacemen t  of hydrogen  wi th  deu te r ium should 
not  change  the  a roma of a molecule. If  it  involves molec- 
ular mot ions  or dipole m o m e n t s  9, t he  isotopic effects 
should cause changes.  

W h e n  4 - (p -hydroxypheny l ) -2 -bu tanone  ace ta te  was 
sys temat ica l ly  deu te ra ted ,  subs t i tu t ions  of pa r t  of the  
hydrogen  a toms  did not  affect  the  p o t e n t  a t t r ac t iveness  
of t he  com pound  to  males of the  melon fly 4. W h e n  the  
ac t iv i ty  of 7 par t ia l ly  deu te ra t ed  ketones  was tes ted  wi th  
the  ha rves t e r  an t  5, t he  deu te ra t ion  of act ive hydrogen  
a toms  adjacen~c to  the  carbonyl  group did no t  affect  the  
anus  a larm-relesaing act ivi ty .  In  b o t h  exper iments ,  pa r t  
of the  IR-  and f a r - IR-abso rp t ion  peaks  re la ted  to  hydro-  
gen were shif ted to  lower frequencies  w i th  t he  heavier  
isotope,  shif ts  t h a t  were re la ted  to the  site of deu te ra t ion .  
No comple te ly  deu te ra t ed  compound  has  been tes ted.  

The absorp t ion  spec t ra  of n i t robenzene  was used to  
suppor t  a hypo thes i s  9 t h a t  odor de t e rmina t ion  was 

Table I. Responses of honey bees to 1% nitrobenzene vs. 1% benzal- 
dehyde when conditioned to 1% benzaldehyde 

Time test 
began (h) 

Time for 50 bees Bees responding Bees responding 
to land (lain) to nitrobenzene to benzaldehyde 

(%) (%) 

09.10 3 26 74 
10.07 3 26 74 
10.45 2.5 28 72 
11.30 3 26 74 
Mean 26.5 73.5 

Response  to N i t robenzene -d  5 of Honey  Bees  (Apis 

re la ted to out-of-plane de format ion  of the  benzene  r ing 
a t  397 and 176 cmm -1, Other  peaks  suppor t ed  specula t ion 
t h a t  it  was no t  the  v ibra t iona l  energy alone t h a t  inf luenced 
odor percept ion.  Ins tead ,  the  effects of ma t ch i n g  fre- 
quencies  3 on the  shape of the  molecular  b o u n d a ry  seemed 
to  influence VAN DER WAAL'S in te rac t ions  wi th  the  
receptor  surface to cause fine d i sc r imina t ion  be tween  
odors. 

Materials and methods. Nitrobenzene-d~ (tool. wt.  123, 
b.p. 208 ~ m.p.  6 ~ Ecr ~ 1.5498, pu r i t y  99%) should be even 
more  s table  t h a n  n i t robenzene  to free radical  or ionizat ion 
react ions.  Bo th  liquids, as pu rchased  s, con ta ined  normal  
t races  of impur i t ies  t h a t  colored the  fa int  yellow. 
Ch ro ma t o g rap h y  on a charcoal  co lumn and  dis t i l la t ion 
did no t  r emove  all the  color. 

W h e n  n i t robenzene  was coa ted  be tween  salt  or poly- 
e thy lene  pla tes  and IR-ab s o rp t i o n  measured  wi th  
Beckman  IR-8  and  IR-11 spec t ropho tomete r s ,  t he  ex- 
pec ted  peaks were found. Ni t robenzene-d  5 had  di f ferent  
peaks :  1111588, s1514, 51362, s1340, w1298, w1073, w870, 
111843, w812, w715, and m651. In  addi t ion,  the  peaks a t  
3080, 701, and 395 cm -1 were missing, and even those  
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