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p a r a l y s i e  c e n t r a l e  e t  p 6 r i p h 6 r i q u e . . . ) .  Ce choc,  q u e  l ' o n  
r e t r o u v e  d a n s  l ' i n t o x i c a t i o n  p a r  CC1, p a r  e x e m p l e  0,2 il 
c o r r e s p o n d  k u n e  a c c u m u l a t i o n  de g u a n i d i n e L  p e u t  ~ t re  
c o m b a t t u  p a r  l ' a d m i n i s t r a t i o n  de  coca ine  ou  de  n o v o -  
ca ine  ~ e t  p e u t - ~ t r e  de  glucose  qu i  e s t  u n  a n t i e o n v u l s i f  
d a n s  les chocs  g u a n i d i q u e s  d ' a p r ~ s  ELLIS 3. 

t3. RYBAK e t  F.  GROS 

I n s t i t u t  P a s t e u r ,  Par i s ,  le 24 m a t  1948. 

Summary 

S t r e p t o m y c i n  fo rms  a n  inso lub le  c o m p l e x  w i t h  
o r g a n i c  s u b s t a n c e s  of w h i c h  t h e  i soe lec t r ic  p o i n t  is s i t u a t -  
ed  in  t h e  ac id  r a n g e  s u c h  as  cepha l in ,  oleic, pa lmi t i c ,  
a n d  t a n n i c  acid .  

1 j .  W. TOMB et M. M. HELMY, J. Trop. Med. Hyg. 36, 265 (1933). 
2 E. FRANK et R. STERN, Arch. exp. Path. Pharm. 90, 168 (192t). 
3 M~ M. ELLIS, Bioehem. J. 22, 941 (1928). 

Cyanase, a new Enzyme Catalysing 
the Hydrolysis of Cyanate 

I t  was  r e c e n t l y  f o u n d  t h a t  s o m e  pharmacological 
p r o p e r t i e s  of c y a n a t e ,  e. g. t h e  d i u r e t i c  a c t i o n  in  r a t s L  
was  los t  on  i n c u b a t i o n  of c y a n a t e  w i t h  s e r u m  a n d  o r g a n  
e x t r a c t s  ~. Th i s  was  p a r t l y  due  to  b i n d i n g  of c y a n a t e  b y  
c e r t a i n  p r o t e i n s  3, b u t  t h e  p o s s i b i l i t y  r e m a i n e d  t h a t  a n  
e n z y m i c  d e s t r u c t i o n  m i g h t  h a v e  t a k e n  p lace  as well. A 
f u r t h e r  i n d i c a t i o n  for  t h e  p r o b a b l e  e x i s t e n c e  of a 
m e c h a n i s m  d e s t r o y i n g  c y a n a t e  in  l i ve r  w as  o b t a i n e d  
in  r e c e n t  e x p e r i m e n t s  b y  DIRNHUBER a n d  SCHOTZ*, 
w h e n  s m a l l  b u t  s i g n i f i c a n t  a m o u n t s  of c y a n i c  ac id  were  
l i b e r a t e d  a n d  d is t i l l ed  f r o m  b r a i n  a n d  o t h e r  t issues,  b u t  
n o  t r a c e  was  r e c o v e r e d  f rom e i t h e r  f resh  l ive r  t i s sue  or 
a f t e r  i t  was  i n c u b a t e d  u n d e r  phys io log ica l  cond i t i ons .  
A n  i n v e s t i g a t i o n  was  t h e r e f o r e  u n d e r t a k e n  to  see 
w h e t h e r  a n  e n z y m e  cou ld  b e  f o u n d  in  t i s sues  w h i c h  
was  c a p a b l e  of d e s t r o y i n g  c y a n a t e .  

A n  e n z y m e  was  f o u n d  in l iver ,  k i d n e y  a n d  e r y t h r o c y t e s ,  
c a p a b l e  of c a t a l y s i n g  t h e  h y d r o l y s i s  of c y a n i c  ac id  i n t o  
a m m o n i a  a n d  c a r b o n  d ioxide ,  t h u s :  

H C N O + H 2 0  = N H a + C O ~  

A q u e o u s  e x t r a c t s  were  m a d e  of o r g a n s  f rom f r e sh ly  
k i l l ed  r a t s  or  g u i n e a  pigs  b y  g r i n d i n g  t h e  o r g a n s  w i t h  
m o i s t e n e d  s a n d  a n d  e x t r a c t i n g  t h e  m a t e r i a l  w i t h  wa te r .  
0"4 M-phosphate buffer solution (PH 6-3) was added 
t o  t h e  c e n t r i f u g e d  e x t r a c t  (1 :5 ,  v . / v . ) ;  0 - 2 - 0 . 3  m t  of 
t h i s  m i x t u r e  was  p l a c e d  i n t o  one  s ide a r m  of  a ~Varburg  
vessel .  0 .2  m l  of a f r e sh ly  m a d e  0.1 M a q u e o u s  so lu t ion  
of s o d i u m  c y a n a t e  was  p l a c e d  in  t h e  o t h e r  s ide a rm .  
P u r e  s o d i u m  c y a n a t e  was  m a d e  f rom u r e a  a c c o r d i n g  to  
][3ADER, DUPR~, a n d  SeHOTZ 5. 2.8--3-0 m l  0 . 4  M - p h o s -  
p h a t e  b u f f e r  (PrI 6"3) were  p l a c e d  in  t h e  m a i n  c o m p a r t -  
m e n t .  I t  c a n  b e  seen  in  Fig.  1 t h a t  b o t h  l i v e r  a n d  
k i d n e y  e x t r a c t s  were  a c t i v e  in  a c c e l e r a t i n g  t h e  h y d r o -  
lys is  of c y a n a t e  a t  PH 6"3. Se rum,  or  s im i l a r l y  I l l a d e  
e x t r a c t s  of b r a i n  or  m u s c l e  s h o w e d  no  a c t i v i t y  a t  t h i s  
PH- N o  i n d i c a t i o n  was  y e t  f o u n d  for  t h e  e x t r a c t s  

x F. Scri0TZ, J. Physiol. lO5, 17, P (1946). - K. M. BIRCH and 
F. SCHI3TZ, Brit. J .  I?harmacoI. 1, 186 (1946). 

2 M. MILLINGTON and F. SCUOTZ, in preparation. 
3 S. B. HOLTHAM and F. Scrt~TZ, Biochim. Biophys. Aeta (1948), 

in the press. 
i p. DJRNHUB~R and F. Scrti)Tz, Biochem. J. gl, liv (1947); 

Bioehim. Biophys. Aeta, in the press, (1948a); Biochim. Biophys. 
Acta,.in the press, (1948b). 

ti R. BADER, D. J. DUPRI~., and F. SCIIOTZ, in the press. 
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Fig. 1. - Hydrolysis of 1.3 mg sodium eyanate at PH 6-3 (phosphate 
buffer, 0.4 M), in the presence of liver extract (A), and kidney 

extract (B). C = spontaneous hydrolysis. 

h a v i n g  a n y  c a t a l y t i c  a c t i o n  in  t h e  oppos i t e  d i r ec t ion .  
T h e  PH o p t i m u m  of t h e  e n z y m e  o b t a i n e d  f rom l ive r  

was  f o u n d  to  lie in  t h e  r eg ion  of 6 . 2 - 6 . 3 .  A t  PH 5.5  t h e  
e n z y m e  was  i n a c t i v e  a n d  a t  6 .8  i t s  a c t i v i t y  was  r e d u c e d  
t o  less t h a n  4 0 %  of t h a t  s h o w n  a t  6 .3 .  T h e  e n z y m e  
o b t a i n e d  f r o m  l i v e r  a n d  k i d n e y  was  c l ea r ly  t h e r m o l a b i l e .  
L i v e r  e x t r a c t  i n c u b a t e d  for  15 ra in .  a t  65 ° was  inac t ive ,  

T h e  p r o p e r t i e s  of t h i s  e n z y m e  are  b e i n g  f u r t h e r  
i n v e s t i g a t e d .  W e  p r o p o s e  for  t h i s  new  e n z y m e  t h e  n a m e  
of  " c y a n a s e " .  

A n  a l t e r n a t i v e  w a y  to  s h o w  t h e  a c t i v i t y  of  t h e  
e n z y m e ,  was  b y  d e t e r m i n i n g  t h e  dec rea se  of  c y a n a t e  
p r e s e n t  in  t h e  so lu t ion ,  on  i n c u b a t i o n  of t h e  l a t t e r  w i t h  
t h e  enzyme .  U s i n g  t h e  r e c e n t l y  d e v e l o p e d  m a n o m e t r i c  
t e c h n i q u e  for  t h e  d e t e r m i n a t i o n  of c y a n a t e L  3 M -  
a c e t a t e  bu f f e r  (PH 5) is a d d e d  f r o m  one  s ide  b u l b  of a 
W a r b u r g  vesse l  to  t h e  e n z y m e  s u b s t r a t e  m i x t u r e  
c o n t a i n e d  in  t h e  m a i n  c o m p a r t m e n t .  B y  t h i s  a d d i t i o n  
a n y  c a r b o n a t e  a n d  b i c a r b o n a t e  p r e s e n t  is decomposed ,  
w i t h  t h e  c o n s e q u e n t  e v o l u t i o n  of COz. W h e n  w o r k i n g  
a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  e q u i l i b r i u m  is a t t a i n e d  a g a i n  
w i t h i n  I0 to  12 ra in .  D u r i n g  t h i s  t i m e  o n l y  neg l ig ib le  
a m o u n t s  of  c y a n a t e  a r e  d e s t r o y e d .  W h e n ,  a f t e r  equ i -  
l i b r a t i o n ,  t 0  % HzSO * is a d d e d  f r o m  t h e  o t h e r  s ide  b u l b ,  
t h e  f u r t h e r  e v o l u t i o n  of CO, t h e n  o c c u r r i n g  is due  to  
t h e  h y d r o l y s i s  of c y a n a t e  a t  t h i s  low Pi t .  F r o m  t h e  
e v o l v e d  COs t h e  a m o u n t s  of c y a n a t e  c an  b e  ca lcu la ted ,  
s ince  c a r b o n a t e  a n d  b i c a r b o n a t e  were  d e c o m p o s e d  
before .  

1 p. DIRNHUBFR and F. ScHOa~Z, Biochem. J. 42, 628 {1948). 
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The above described results have  been confirmed by 
means of this procedure. Moreover, this procedure made 
it  possible to invest igate whether  the enzyme was still 
ac t ive  at  neutral  or alkaline PH- The enzyme was still 
found act ive a t  PH 7.4, though its ac t iv i ty  was less 
than  30% of tha t  shown at  PH 6.3. The physiological 
role of this enzyme probably consists in catalysing the 
hydrolysis of cyanate.  Par t icular  interest  seems to lie 
in the fact tha t  the substrate of cyanase is the simplest 
organic nitrogenous compound whose hydrolysis is 
catalysed by a thermolabile enzyme. Cyanase may, 
therefore, be helpful in the study of the mechanism 
underlying processes of hydrolysis. 

There may  be l imitat ions to its ac t iv i ty  i n  v i v o .  

Tissue slices a t  PH 7 "4 still catalysed the hydrolysis of 
cyanate ,  bu t  they  were much less act ive than  extracts  
a t  the opt imal  PH (6-3). Since strong indications have  
recently been found for the formation of small amounts  
of cyanate  from urea to occur in certain mammal ian  
tissues by isomeric t ransformation (reverse W6hler 
reaction)l,  ~, it would seem conceivable tha t  a small 
proport ion of the urea present in the body would start  
the following cycle. 

>" (NH2)2CO + proteins 
/ +  amino acids, ~ CNO-complexes 

NH4CNO ~ N  etc. 
\ cyanase 

+H20 ~ 2NH a + CO 2 

KREBS' ornithine-citrulline-arginine cycle 

Cyanate, isomerized from urea, could either react 
with proteins ~, wi th  several tetrapyrrolic compounds 3, 
or in a number  of other  possible ways, Surplus of 
cyanate  may then be hydrolysed by eyanase, thus pro- 
viding small amounts  of ammonia  and CO~. Some of 
the ammonia  thus formed would again be incorporated 
in to  urea by the ornithine-citrutline-arginine cycle of 

KREBS. S . B .  HOLTHAM and F. SCHUTZ 

Pharmacology Depar tment ,  The Medical School, 
Univers i ty  of Birmingham, June  21, 1948. 

R d s u m d  

Une nouvelle enzyme a 6t6 d6couverte dans le role, 
le rein et  les 6rythrocytes. Cette enzyme catalyse 
l 'hydrolyse du cyanate en N H ,  et CO,. Le substrat  de 
cet te  enzyme est le plus simple des compos6s azot6s 
organiques connus aujourd 'hui  qui soft hydrolys6 par  
une enzyme thermolabile.  

I 13. HOLTHAM and  F. SCHOTZ, Biochim. Biophys. Acta (1948), 
in the press. 

P. DXRNHUBER and F. SCHOTZ, Biochem. J. 41, liv (1947); 
Biochim. Biophys. Acta, in the press (1948a); Biochim. Biophys. 
Acta, in the press, (1948b). 

3 R. BADER, P. DIRNHUBER, and F. Sca0TZ, in preparation. 

~ b e r  d e n  E i n f l u B  d e s  B 1 - V i t a m i n s  
a u f  d e n  Z u c k e r u m s a t z  b e i m  A l l o x a n d i a b e t e s  

Die Frage, ob beim Diabetes mellitus eine spezifische 
St6rung des Zuckerhaushaltes oder ob dariiber hinaus 
eine allgemeine stoffwechselphysiologische Sch~idigung 
vorliegt,  wurde mehrfach untersucht.  Mail bediente sich 
dabei neben der Verfolgung des Kohlehydratumsatzes  
der Bes t immung des Grundumsatzes oder der Ermi t t -  

lung des Gaswechsels nach Zuckerzufuhr bzw. nach 
Muskelarbeit.  Die Ergebnisse sind nicht  einheitlich, 
erlauben aber t ro tzdem die SchluBfolgerung, dab die 
leichteren und mittetschweren Formen des menschlichen 
Diabetes keine wesentliche Abweichung des Ruheum-  
satzes aufweisen, obwohl die Zahlenwerte nicht selten 
eine Neigung gegen die obere Grenze der Norm haben. 
Bei schweren Diabetesf/illen k6nnen dagegen recht hohe 
Grundumsatzwer te  angetroffen werden. Die dabei 
ebenfalls beobachteten Grundumsatzerniedrigungen las- 
sen sich meist auf die damals iibliche starke Unterern/ih- 
rung der Diabetiker  zurtickfiihren. 

Tabelle I 

VerhMten des R.  Q. und  des Grundumsatzes yon wei~en Ratten vor und  
12ach Behandlung mit  Al loxan.  Vor Beginn des Versuches fasteten 

die Tiere 18--24 Stunden 

Ra t te  Nr. 39 

Vor ] Alloxan- 
8 Tage nach behand- 

12 . . . .  j tung 
22 . . . .  

Rat t e  Nr. 41 

Vor } Alloxan- 
6 Tage nach behand- 

12 . . . .  lung 
21 . . . .  

0,74 
0,72 
0,69 
0,72 

0,77 
0,75 
0,68 
0,69 

Grundumsatz pro 
24 Std. und 1 m 2 

Oberfl. in Kalorien 

1075 

1182 
1013 

1021 
933 

1066 
1144 

Der respiratorische Quotient  (R. Q.) wurde meist er- 
niedrigt gefunden. Er  lag in schweren Diabetesfiillen 
zwischen etw& 0,69 und 0,73 gegentiber ca. 0,8--0,85 
beim Gesunden. Muskelarbeit,  welche normalerweise 
den t2. Q. schnell auf den ~,Vert von etwa 1,0 oder 
dartiber bringt, kann den R. Q. des Diabetikers un- 
verlindert  lassen oder sogar etwas herabsetzen, und 
zwar trotz des begleitenden Mehrverbrauches an Zucker. 

Beim experimentellen Diabetes nach Pankreasent-  
fernung wurden starke Erh6hungen des Gaswechsels 
gefunden, der R. Q. war sowohl im niichternen Zustand 
wie nach Zuckerzufuhr erniedrigt. Dies sind die wich- 
tigeren Ergebnisse der ~ilteren ForschungL 

Die nun bestehende M6glichkeit der Erzeugung des 
Diabetes metlitus ohne Pankreasentfernung,  sondern 
dutch chemische Schlidigung der insutinproduzierenden 
Betazellen mittels. Alloxan veranlaBte uns, die Fragen 
des Gaswechsels beim experimcntel t  gest6rten Zucker- 
stoffwechsel einer erneuten Prtifung zu unterziehen. 
Wir benutzten dazu weil3e Rat ten,  welche durch zwei 
bzw. mehrmalige subkutane Injekt ionen von je 15 mg 
Alloxan pro 100g K6rpergewicht  schwer diabetisch 
wurden. Nach entsprechender Angew6hnung der Tiere 
an die Versuchsbedingungen wurde deren Gaswechsel in 
Ruhe und nach Zuckerzufuhr best immt.  

a) Mit wenigen Ausnahmen blieb der Grundumsatz  
trotz der Zuckerverluste und der beglei tenden allge- 
meinen Sch~digungen auf normaler H6he. Der R. Q. 
lag racist unterhalb des Durchschnit tswertes ~¢on ca.  
0,75--0,76, in mehreren F/illen wurden sogar \Verte 
yon 0,68 und 0,69 angetroffen. 

1 S. TftANNHAUS~R, Lebrbuc1~ des Stoffwechsels (Miinchen 1929). 
- L. KREItLj PathologisctTe Physiologic (Leipzig 1930). - C. OPPEN- 
HEIMER, Hb. Biochemie S~ 384 (1925). 


