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o b t a i n e d  f rom V I I I  in  a more  s imple  m a n n e r  t h a n  f rom I.  
T h e  m e c h a n i s m  of f o r m a t i o n  of t h e  i n t e r m e d i a t e  X l I  is 
s e l f - e x p l a n a t o r y  a n d  t h e  c o n v e r s i o n  of X I I  to  X l I I  ha s  
b e e n  a l r e a d y  d iscussed  in de ta i l  in ou r  r ecen t  p a p e r  ~. 

Thus ,  we f ind t h a t  t he  r y a n o d o l  fo rmula  V I I I  exp la ins  
al l  r igorous ly  e s t ab l i shed  d e g r a d a t i o n  series ( anhydro ,  
monoseco ,  t r iseco) in a r e m a r k a b l y  s impler  m a n n e r  t h a n  
t h e  r y a n o d o l  f o r m u l a  I. I t  h a s  to  be  c o n s e q u e n t l y  con-  
s idered  t h a t  t he  series of i so ryanodo l  w h i c h  in i t s  p r e s e n t  
f o r m u l a t i o n  1 is c o m p l e t e l y  i n c o m p a t i b l e  w i t h  f o r m u l a  
V I I I  m a y  be  m i s l e a d i n g  a n d  inco r rec t ly  fo rmu la t ed .  

Also, t h e  c o m p l e x  N M R  d a t a  on  r y a n o d i n e  a n d  r y a n o -  
do l  w h i c h  f a v o u r  o x y g e n  s u b s t i t u t i o n  on  all  c a r b o n s  of 
r ing  A ( fo rmula  I) 1 h a v e  to  be  weighed  a g a i n s t  t he  s imp le r  
chemica l  p a t h w a y s  p r o v i d e d  b y  f o r m u l a  V I I I .  

Zusammen/assung. Die O r t h o e s t e r s t r u k t u r  V I I I  e rk l£ r t  
die B i l d u n g  der  V e r b i n d u n g e n  IV, V I  u n d  X I I I ,  d e r e n  
S t r u k t u r  e i nwandf r e i  ges icher t  ist,  au f  e ine  a u s s e r o r d e n t -  

l ick e in fache  A r t  u n d  k a n n  deswegen  als  e ine M6gl ichke i t  
fiir R y a n o d o l  n i c h t  ausgesch lossen  werden .  
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P R O  E X P E R I M E N T I  S 

Eine einfache Techn ik  fiir die A b s o r p t i o n  von  
14CO 2 und des sen  direkte  M e s s u n g  i m  Flf i ss ig-  

ke i t s -  Sz int i l lat ionszi ih ler  

Seit  E i n f i i h r u n g  de r  F l i i s s igke i t s -Sz in t i l l a t ionsz / ih lung  
w e r d e n  bei  S t o f f w e c h s e l u n t e r s u c h u n g e n  m i t  14C-markier- 
t e n  S u b s t a n z e n  nicht-w/ issr ige  CO~-Absorp t ionsgemische  
b e v o r z u g t  ~-4, welche  n a c h  d e m  Zusa t z  eines Sz in t i l l a to r s  
d i r e k t  im Sz in t i l l a t ionsz / ih le r  gemessen  w e r d e n  kSnnen .  
I n  S t o f f w e c h s e l a p p a r a t u r e n  fiir k le ine  Tiere  4,5, A p p a r a -  
t u r e n  fi ir  die Pe r fus ion  i so l ie r te r  Organe  6, sowie fiir i n k u -  
b a t i o n s v e r s u c h e  ~, b i e t e t  die d i r ek t e  V e r w e n d u n g  yon  
Messgl~tschen ffir den  Szint i l la t ionsz~ihler  ats CO~-Absorp-  
t ionsgef~sse  grosse Vor te i le .  

In  d iesem L a b o r a t o r i u m  h a t  s ick folgendes  V o r g e h e n  
bew~Lhrt (vgl. F igur ) :  Der  Deckel  (D) des Messgl~ischens 
ft ir  den  Sz in t i l l a t ionsz / ih le r  ( P a c k a r d  I n s t r u m e n t  Co., 
Inc.)  wi rd  m i t  2 s y m m e t r i s c h  a n g e o r d n e t e n  B o h r l 6 c h e r n  
y o n  4,0 bzw. 4,4 m m  Durchmesse r ,  i n  e inem A b s t a n d  y o n  
6 m m ,  ve r sehen .  I n  den  B o h r t 6 c h e r n  w e r d e n  2 P o l y a m i d -  
ansa t z s t i i cke  (A) fi ir  t n f u s i o n s n a d e t n  s befes t ig t~ ;  das  
kon i sche  E n d e  i s t  bei  d e m  e inen  n a c h  aussen  (4,4 m m -  
Lock) ,  bei  d e m  a n d e r n  n a c h  i n n e n  (4,0 r am-Lock)  ge- 
r i ch t e t .  A n  l e t z t e r e m  wird  eine 50 m m  Iange I n j e k t i o n s -  
n a d e l  No. 1 (N) angese tz t ,  die als E i n g a n g s r o h r  des Ab-  
sorptionsgefS~sses d ien t .  Anste l le  de r  K o r k d i c h t u n g  wi rd  
i m  Deckel  (D) eine e n t s p r e c h e n d  zweifach gebohr te ,  1,5 
m m  dicke  Scheibe  (S) aus  w e i c h e m  G u m m i  e ingekleb t .  I n  
da s  Messgl t tschen (M) w e r d e n  11 <ml eines CO, -Absorp-  
t i onsgemiscbes  (Tabel le  I)  p ipe t f i e r t .  

V e t  d e m  Schl iessen wi rd  de r  R a n d  des  Messgl~schens  
zu r  besse ren  Abc l i ch tung  m i t  Vase l ine  d / i nn  bes t r i chen .  
Das  d u r c h s t r 6 m e n d e  Gas  muss  m i t t e l s  e ine r  K/ ih l -  ode r  
Schwefels t turefal le  yon  ~VasserdampI  be f r e i t  werden .  Bei  
V e r w e n d u n g  yon  m e t h a n o l h a l t i g e n  A b s o r p t i o n s g e m i s c h e n  
k a n n  die Menge des a b d a m p f e n d e n  M e t h a n o l s  d u r e h  S~t- 
t i g u n g  des  G a s s t r o m e s  aus  e iner  u n m i t t e l b a r  vorgeseha l -  
t e t e n  Methano l fa l l e  in  der  G r S s s e n o r d n u n g  yon  1 - 2 %  

g e h a l t e n  werden .  E i n e  A b n a h m e  des  M e t h a n o l g e h a l t e s  
u m  wen ige r  Ms 5 %  h a t  k e i n e n  f e s t s t e l l ba r en  E in f iuss  au f  
die Z~h tausbeu te .  V e t  d e r  Messung  im Sz in t i l l a t ions -  
z/ihler wi rd  d e m  A b s o r p t i o n s g e m i s c h  eine Sz in t i l l a to r -  
16sung (Tabel le  I) zugese tz t  u n d  die P r o b e  wi rd  m i t  e i n e m  
Or ig ina ldecke l  verschlossen .  

N 

Sehematische Darstellung des Absorp- 
tionsgef~sses. A, Ansatzst~ick aus Poly- 
amid. S, Seheibe aus weiehem Gummi. 
D, Dcckcl. N, InjektionsnadeL M, Mess- 
gl~isehen ffir den Scintillationszahler. 
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CO~-Absorpt ionsgemische fiir den  Szint i l la t ionsz~hler  
bes tehen  aus einer  organischen  Base und  e inem s ta rk  
polaren  organischen L6sungsmi t te l ,  das  Ms L6sungs-  
ve rmi t t l e r  zwischen der  Base und  dem schwaeh  polaren  
Szint i l la tor  dient .  Der  L6sungsvermi t t l e r  muss  ein 
m6glichst  gutes  R e a k t i o n s m e d i u m  fiir die Base sein, 
schwache Quench-Ef fek te  aufweisen und  die A u f n a h m e  
einer re la t iv  grossen Menge CO2-beladener Base im Mess- 
gemisch erm6glichen.  Das beschr iebene  Absorp t ions -  
gef~iss wurde  mi t  ve rsch iedenen  CO2-Absorpt ionsgemi-  
schen in V e r a t m u n g s v e r s u c h e n  verg le ichend geprt if t .  Als 
~4CO2-Quelle d i en t en  ~4C-Formiat-belastete  R a t t e n  4. Die 
Ausa tmungs lu f t  wurde  fiir die Dauer  yon  15, 30 und  60 
min durch  Dre ie rgruppen  y o n  Absorpt ionsgef i i ssen  gelei- 
t e t  und  die Rad ioak t iv i t / i t  derse lben  jeweils g e t r e n n t  
gemessen (vgl. Tabelle II) .  

Aus  Tabelle I I  geh t  hervor ,  dass  u n t e r  gee igne ten  Ver-  
suchsbed ingungen  bere i t s  ein einziges der  beschr i ebenen  

Absorpt ionsgef / tsse  zur q u a n t i t a f i v e n  B i n d u n g  des  im 
d u r c h s t r S m e n d e n  Gas e n t h a t t e n e n  ~4CO 2 geniigt .  Bei 
V e r w e n d u n g  y o n  zwei h i n t e r e i n a n d e r g e s c h a l t e t e n  Ab- 
sorptionsgef~tssen l~isst sich die K o n z e n t r a t i o n  der  Base 
ver r ingern  und  d a d u r c h  die Z~thlausbeute des Gemisches  
erh6hen.  U n t e r  den  ge te s t e t en  CO~-Absorpt ionsgemischen 
(Tabelle I) sind I, I I ,  IV  und  V fiir die angegebene  Tech- 
nik geeignet ;  die geringe CO~-Bindungskapazi t / i t  yon  
I I I  a,n ist  bei 1/ingeren Absorp t ionsze i t en  yon  Nachtei l .  

Die vorgeschlagene  Technik  h a t  gegeni iber  fr t iher  ange- 
w a n d t e n  Me t h o d e n  zwei wesent l iche  Vorte i le :  (1) Die 
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11 j .  S. AMENTA, A. M. DOMINGUEZ and Toxicol. appl. PharmacoI. 
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Tabelle I. Zusammensetzung der untersuchten COa-Absorptions- und Szintillatorgemische a 

Bezeichnung CO2-Absorptionsgemisch Szintillatorgemisch 
Totalvolumen 11 ml (vor der Messung zugesetzt) 

I Nthanolamin/Methanol 10 ml Szintitlator 
(~/v - 2018o) 

II )~thanotamin/Methanol 10 ml Szintillatorgemiseh: 
(v/v = 30[70) Szintillator/Methanot (v/v = 85115) 

III di, thanolamin]~thylenglykolmonometbylSther[Szintillator 7 ml Szintillator 
(v/v = 10/70/30) 

IV Athanolamin/)~thylenglykolmonomethyl~ither 10 ml Szintillator 
(v/v ~ 2o/80) 

V ,~thanolaminfi~thylenglykolmonomethylather 10 ml Szintfllatorgemiseh : 
(v/v = 30/70) Szintillator/~-thylenglykolmonomethyl~ither 

(v]v = 85/15) 

Material: Nthanolamin puriss, p.a. ~,Fluka~, Methanol zur Analyse (~Merck~>,)~thylenglykolmonomethylfither zur Synthese *Merck*. 
Szintillatorl°: 4,0 g PPO, 0,1 g POPOP (Packard Instrument Co., Inc.) ad 1000 ml Toluol zur Analyse *Merck~. 

Tabeile II. Vergleichende Prfifung verschiedener CO2-Absorptionsgemische. Die RadioaktiviUitsmessungen wurden im TRI-CARB Flfissig- 
keits-Szintillationszfihler (Modell 314 EX, Packard Instrument Co., Inc.) durehgcffihrt. Jede Probe wurde ffinfmal w~hrend 1 min gemessen 

(optimale Hoehspannung: G1, G z = 10; WI, xW 2 = 10-75) 

Art des Zeit der CO 2- Anzatfl RadioaktivitRt der drei hintereinander Relative 
verwendeten Absorption~ Versuche geschalteten Absorptionsgef/isse in % der insgesamt Z/ihlausbeute 
Absorptions- in rain absorbierten 14CO2-Aktivitfit (Zfihlausbeute 
gemischcs Mittel i Standardabweichung in I I I -  100%) 
(vgl. Tabelle I) 1. 2. 3. 

I 15 6 99,82 ± 0,19 0,18 -4- 0,19 0 
30 10 99,61 ~ 0,13 0,39 -4- 0,13 0 
60 9 98,54 ~ 0,54 1,46 :f: 0,54 0 

II 60 8 99,53 4- 0,13 0,47 -4- 0,13 0 

III 15 4 97,87 ::t= 0,25 2,13 4- 0,25 0 
30 9 94,00 :J:: 2,86 5,87 + 2,81 0,28 
60 9 54,35 ~ 4,49 42,10 ~ 2,07 3,55 ~ 1,98 

IV 30 5 98,74 :t: 0,59 1,26 ~ 0,59 0 
60 7 97,52 ::t: 2,39 2,39 ::t- 2,24 0,09 

V 60 7 99,14 :]: 0,36 0,86 ~ 0,36 - 

89 

76 

100 

90 

76 

Gasfluss 70-90 mlImin, CO~-Gehalt des Gases ca. 3% (entspr. ca. 100/~Mol COJmin), Temperatur 20 ° C. 
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d i r ek t e  A b s o r p t i o n  y o n  l~COi i m  Messgl / tschen fiir die 
Sz in t i l l a t i onsz~h lnng .  (2) Die Messung  des  i n s g e s a m t  ab-  
s o r b i e r t e n  1aCO2, was die E r f a s s u n g  sehr  ger inger  M e n g e n  
e rm6gl ich t .  I m  Verg le ich  zu d e m  kfirzl ich yon  AMENTA 
u n d  DOMINGUEZ n a n g e g e b e n e n  Typ ,  is t  das  b e s c h r i e b e n e  
Abso rp t ionsge fgs s  in  K o n s t r u k t i o n  u n d  H a n d h a b u n g  be-  
d e u t e n d  e in f ache r  x2. 

t i on  coun t ing .  So lu t ions  for  o p t i m a l  a b s o r p t i o n  a n d  
c o u n t i n g  eff ic iency are  ind ica ted .  

M. BAGG1OLINI 

2~¢edizinisch-chemisches Institut der Universitiit Bern 
(Switzerland), 17. August t965. 

Summary. A nove l  a n d  s imple  k i n d  of 14CO2 t r a p  is 
descr ibed .  I t  c an  be used d i rec t ly  for s u b s e q u e n t  sc int i l la-  ~* Der Autor dankt Herrn W. SCUULTHESS fiir teehnisehe Hilfc. 

Dengue-Like Viruses Isolated by an Improved 
Method 

A n t i b o d i e s  for dengue  v i ruses  were  d e m o n s t r a t e d  in t he  
sera  of p a t i e n t s  w i t h  dengue- l ike  fever  in J a m a i c a  d u r i n g  
a n  o u t b r e a k  in 1963 bY GRIFHTHS a n d  GRANT t. Af te r  
m a n y  unsuccessfu l  a t t e m p t s  to  isola te  t h e  e t iological  
a g e n t  in  suck l ing  mice,  t he  fol lowing m e t h o d  was  used  
w i t h  success. 

T h e  infec t ious  m a t e r i a l  e x a m i n e d  was  the  acu t e  sera  of 
p a t i e n t s  w i t h  dengue- l ike  fever  wh ich  showed  a s ign i f i can t  
rise of dengue  a n t i b o d i e s  in  t h e i r  conva l e s cen t  sera.  For  
the  isola t ion,  R o u x  bo t t l e s  c o n t a i n i n g  8-10 mi l l ion  Br i s to l  
H e L a  cells in  m o n o t a y e r s  were  used. Af t e r  i nocu l a t i on  of 
t h e  se rum,  t he  cells were  m a i n t a i n e d  in Eag le ' s  m e d i u m  
w i t h  t h e  a d d i t i o n  of 2% calf  se rum.  T h e  m a i n t e n a n c e  
m e d i u m  was  rep laced  w i t h  f resh  m e d i u m  a t  5-day in te r -  
vals.  The  m e d i u m  col lected was s to red  a t  -- 20°C. T h e  
b u l k  of t he  cell cu l tu re  m e d i u m  col lected f rom t he  s ame  
R o u x  b o t t l e  of i n o c u l a t e d  cells was  twice  e x t r a c t e d  w i t h  
20 Vol  of ace tone  a n d  dr ied  w i t h  a v a c u u m  p u m p .  Af te r  
t h e  e v a p o r a t i o n ,  t h e  cell  cu l t u r e  m e d i u m  was  recons t i -  
t u t e d  to  the  or ig ina l  v o l u m e  w i t h  b o r a t e  buf fe red  saline,  
p H  9. The  r e c o n s t i t u t e d  cell cu l tu re  m e d i u m  was  concen-  

Table I. Titres of hemagglutinins in the HeLa cell culture medium 
inoculated with the sera FV 1088 and FV 1119 

Passage Day after Titres of hemagglutinins at 
level inoculation pH 6.6 

FV 1088 FV 1119 

1 5 < 10" <: I0 
15 160 40 

2 5 -< 10 <: 10 
25 40 40 

3 5 10 <~ 10 
15 40 40 

Figures denote the mean titres of four t i trations in reciprocal values. 

Table II. The results of the cross complement fixation test for the 
virus strains FV 1088 and FV 1119 

Antigens Serum 

Dengue 1 Dengue 2 Dengue 3 Dengue 4 

Dengue 2 < 2 /<  2 321256 < 21< 2 < 21< 2 
FV 1088 < 2t< 2 414 8132 818 
FV 1119 418 < 2I< 2 16t64 8•32 

t r a t e d  up  to 150 t imes  b y  t he  use of u l t r a f i l t e r  L K B  
6300 A as descr ibed  p r e v i o u s l y  2. I n  t h e  f ina l  p r e p a r a t i o n ,  
t h e  h e m a g g l u t i n i n s  were d e m o n s t r a t e d  w i t h  goose r ed  
b lood  cells acco rd ing  to t e c h n i q u e s  desc r ibed  b y  CLARKE 
a n d  CASALS 3. 

In  t he  cell cu l tu re  f luid of Br i s to l  H e L a  cells i nocu la t ed  
w i t h  t he  sera  of two p a t i e n t s  w i t h  dengue- l ike  fever  in  
1963, h e m a g g l u t i n i n s  could  be  d e m o n s t r a t e d  b y  t h e  use 
of t h e  m e t h o d  desc r ibed  above .  T h e  o p t i m a l  t i t r e s  of 
h e m a g g l u t i n i n s  d e m o n s t r a b l e  in  t h e  c o n c e n t r a t e d  a n d  
a c e t o n e - e x t r a c t e d  cell cu l tu re  fluids, were o b t a i n e d  a t  
p H  6.6. H e L a  cell cu l tu re  f luids c o n t a i n i n g  h e m a g g l u t i -  
n ins  were infec t ious  for fresh Br i s to l  H e L a  cells in m o n o -  
layers .  Tab le  I shows t h e  t i t r e s  of h e m a g g l u t i n i n s  in  cell 
cu l t u r e  f luids  for  th ree  passages  of t h e  two  v i rus  s t r a i n s  
isolated.  

B y  t he  use of cross c o m p l e m e n t  f i xa t ion  i t  could  be  
s h o w n  t h a t  the  two  v i ruses  i sola ted in Br i s to l  H e L a  cell 
cu l tu res  be long  to  t h e  g roup  of dengue  viruses.  V i rus  
s t r a i n s  F V  1088 a n d  F V  1119 are closely r e l a t ed  to  dengue  
t y p e  3 a n d  d e n g u e  t y p e  4 v i ruses ,  as c a n  be  seen f rom 
Tab le  I I .  T h e  f ina l  p r e p a r a t i o n s  of h e m a g g l u t i n i n s  were 
used in t he  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  t e s t  as an t igens .  

BUCKLEY d e m o n s t r a t e d  on  m a n y  occas ions  4,5 t h a t  
H e L a  cells can  be  used successful ly  for  the  g r o w t h  of 
dengue  v i rus  types  1-4. W e  be l ieve  t h a t  t h e  m e t h o d  
descr ibed  in  t he  p r e s e n t  r e p o r t  cou ld  be  used  as a v a l u a b l e  
e x p e d i e n t  for  t h e  i so la t ion  of d e n g u e  viruses.  T h e  com-  
p a r a t i v e  ease w i t h  wh ich  h e m a g g l u t i n i n s  a re  p r e p a r e d  b y  
o u r  m e t h o d  offers new possibi l i t ies  for  t he  i den t i f i c a t i on  
a n d  t he  i so la t ion  of dengue  vi ruses .  

Zusammen/assung. Aus Seren  v o n  D e n g u e - F i e b e r k r a n -  
k e n  (Ep idemie  1963) w u r d e n  zwei ,Dengue-like,> V i r en  
isoliert .  Die I so t i e rung  de r  St/~mme ge lang  in Br is to l -  
HeLa-Ze l len ,  die m i t  d e m  L K B  6300 A Ul t r a f i l t e r  dar -  
ges te l l t  wurden .  Die Iden t i f i z i e rung  de r  V i r e n  erfolgte  m i t  
de r  R e a k t i o n  de r  K o m p l e m e n t b i n d u n g .  

M. S. LIKAR, DOROTHY S. KING, 
E .  A.  BELLE, a n d  L.  S. GRANT 

Institute o/Microbiology, University o[ L~ublfana and 
Department o/Microbiology, University o/the West 
Indies, Kingston (Jamaica), July 5, 1965. 

1 B. B. GRIFFITHS and L. S. GRANT, personal communication. 
2 M. LIKAR, S. M. BUeKLEY, and D. H. CLARKE, Virology 18, 647 

(1962). 
3 D. H. CLARKE and J. CASALS, Am. J. Trop. Med. Hyg. 7, 561 

(1958), 
a S. M. BUCKLEY, Nature 192, 778 (1961). 
s S.M. BUCKLEY and S. SmuoNnsE, Proe. Soe. exp. Biol. Med. 113  2 

284 (1963). 


