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The Inhibitory Effect of Pyrophosphate on Cal-
cium Oxalate Precipitation and its Relation to
Urolithiasis

That vrine should hold such large quantitics of calcium,
phosphate and oxalate in solution without precipitation
has been a puzzie for a long time. Such supersaturation
is best explained by the presence of some sort of crystal-
lization inhibitors. Recently, urine was shown to contain
indeed such inhibitory compounds of unknown nature®2.
We have been able to isolate one of them and identify it
as inorganic pyrophosphate® Pyrophosphate has the
property to raise several fold the minimal concentration
of calcium and phosphate necessary to form in vitro cal-
cium phosphate crystals3, and is therefore able to stabi-
lize solutions with high concentrations of this salt. This is
true even at pyrophosphate concentrations much lower
than the 10-5-10-4/ normally present in urine?. It was
therefore tempting to assume that pyrophosphate had a
similar effect on calcium oxalate precipitation, in order to
explain the urinary supersaturation with respect to this
salt.

Methods. To test this hypothesis a model system was
developed. Three stock solutions of the following compo-
sitions were prepared: (a) KCl 0.27.M, barbituric acid
0.005 M, acetic acid 0.005M, potassium oxalate 0.01 M ;
(b) KCl 0.26 M, barbituric acid 0.005M, acetic acid
0.005A, CaCl, 0.01M; (c) KCl 0.29M, barbituric acid
0.005M, acetic acid 0.005M. All solutions were brought
to a pH of 6.10 by means - of the dropwise addition of
KOH. They were then mixed in such proportions that
the calcium concentration remained constant at 1.7mM
and the oxalate concentration varied progressively be-
tween 0.1 and 0.6mM. The mixtures, added with dif-
ferent amounts of sodium pyrophosphate, were incubated
on a shaker for 20 h at 37°C. In these conditions the
various factors — pH, temperature, ionic strength, calcium
and oxalate concentrations — showed values similar to
those in urine. After incubation the solutions were filtered
through a millipore filter retaining any likely crystals.
Calcium and oxalate were determined in the filtrate: cal-
cium by titrating with EDTA in the presence of calcein,
oxalate by titrating with KMnO,. By plotting the arith-
metical product of the calcium multiplied by the oxalate
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Fig. 1. Typical experiment showing the influence of pyrophosphate

on the minimum ion concentration caleivm*+ x oxalate—— in (mM)?2

(represented by the inflection point) required for crystal formation.
Ionic strength = 0.3, pH = 6.1, temp. = 37°C.
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concentrations before the experiment against the product
after incubation and filtration, it was each time possible
to determine the minimum product necessary for crystal
formation (Figure 1).

Results. The results are summarized in Figure 2. With-
out pyrophosphate, crystals start forming already from
an ion concentration Cat* X oxalate~— of about 0.35
(mAM)?, hence at values significantly lower than normal
in urine. Pyrophosphate raises this minimum ion product
necessary for crystal formation, at a concentration as low
as 15 ¢ M. The range of its maximum activity corresponds
actually just to its concentration in normal urines. Figure
3 shows that the inhibitory eifect is proportional to the
logarithm of the amount of pyrophosphate present in the
solution.

0700
=
£
b 0500} Ca**=&gmM
o p =
Z B =81
5 Temp. =37°¢
T
S
0300 i Urine
0 ) 80

[Pyrophosphate] in pM

Fig. 2. Influence of pyrophosphate on the minimum ion concentra-
tion calcium** x oxalate™ in (mM)? required for crystal formation.
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Fig. 3. Influence of pyrophosphate on the minimum ion concentra-
tion calcium*+ x oxalate™ in (mM)? required for crystal formation.
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Discussion. The mode of action of pyrophosphate is not
yet clear. At such low concentrations, the inhibition can-
not be explained by a lowering of ionized calcium due to
a complex; it is more likely to block crystal growth by
adsorbing on to the crystallization nuclei and the growing
surface. A similar action of condensed phosphates has
_been known for a long time for calcium carbonate®¢, and
15 used currently in industry to prevent scaling of water
Containers. It has also been described recently for stron-
tium sulphate™$ and for calcium phosphate?, so that the
action is not specific for one type of crystal.

We think that urinary pyrophosphate is one of the
factors responsible in this fluid for the maintenance of the
Supersaturation with respect to calcium phosphate and
calcium oxalate. It is likely to play a role in the mech-
anism of urolithiasis!?, which is supported by the fact
that the oral administration of orthophosphate, a therapy
shown drastically to prevent stone formation in animals?
and in humans®18, actually induces a significant rise in
urinary pyrophosphate®15,

Zusammenfassung. Pyrophosphat in so kleinen Mengen
wie 10-5 M erhéht wesentlich die minimale Konzentration
von Calcium und Oxalat, welche zur Kristallbildung von
Calciumoxalat nitig ist. Man kann daraus schliessen, dass
das im Harn vorhandene Pyrophosphat durch seine
kristallisationshemmende Eigenschaft zur Erkldrung der
urindren Ubersdttigung an Calcium und Oxalat beitrigt.
Da es anch die Bildung von Calciumphosphat hemmt,
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vermuten wir, dass ihm eine wichtige Rolle in der Patho-
physiologie der Uroclithiase zukommt.

H. FLeiscH und 8. Bisaz

Labovatovium fiir expevimentelle Chivurgie, Schweizerisches
Forschungsinstitut, Davos (Switzevland), January 28, 1964.

5 R, Rerremever and T. BUHRER, J. physiol. Chem. 44, 535 (1940).

8 T, Bourer and R. REITEMEYER, J. physiol. Chem. 44, 552 {1940).

7 8. Orawi, Bull. chem. Soc, Japan 33, 1543 and 1549 (1960).

8 M. M1ura, S. Orant, M. Kopama, and K. SmiNacawa, J. physiol.
Chem, 66, 252 (1962).

9 M, Frewiscy and W. F. NgumaNn, Amer. J. Physiol. 200, 1296
(1961).

10 H, FLEiscH, Schweiz. med. Wschr. 92, 1197 (1962).

11 C. W. VERMEULEN, E. $. Lyon, W, B. GiLL, and W. H. Cuarman,
J. Urol. (Baltimore) 82, 249 {1958).

12 J, B. Howarp, Canad. med. Ass. J. 86, 1001 (1962},

13 1, BE. Howarp, W. C. Tuomas, T. Muxkar, R. A. Jounston, and
B. ]. Pascog, Trans. Ass. Amer. Phycns. 75, 301 {1962).

14 M, Freisch, S. Bisaz, and A, D, Carg, Lancet, submitted.

15 This work was supported by the Schweizerischer Nationalfonds
zur Porderung der wissenschaftlichen Forschung, by the U.S.
Public Health Service Grant AM 07266-01 of the National In-
stitute of Arthritis and Metabolic Diseases, and by the Sandoz-
Stiftung zur Forderung der medizinisch-biologischen Wissen-
schaften. We should like to thank Professor H. PFAENDLER,
interpreter W.H.0., for correcting the manuscript.

Uber den Einfluss von Alkylbenzolsulfonaten
auf Froschlarven

Die aus der Bestindigkeit von Tetrapropylenbenzol-
sulfonat in Abwissern herrithrenden gesundheitlichen und
wirtschaftlichen Gefahren haben bekanntlich dazu ge-
fithrt, dass dieser bisher meistgebrauchte Waschrohstoff
trotz seiner hervorragenden anwendungstechnischen
Eigenschaften durch biologisch besser abbaubare gerad-
kettige Alkylbenzolsulfonate ersetzt werden soll. Als
typischer Vertreter dieser neuen Klasse von Detergentien
kann Dodecylbenzolsulfonat gelten, das von Sdugetieren
bsi oraler Verabreichung ebenso gut vertragen wird wie
Tetrapropylenbenzolsulfonat — die mittleren akut tod-
lichen Dosen betragen 1260 bzw. 1220 mg/kg!~®. Anders
verhiilt es sich mit Fischen, deren zartes Kiemenepithel
von den Alkylbenzolsulfonaten — insbesondere von den-
jenigen mit langer unverzweigter Alkylkette — schon in
verhiltnismissig niedrigen Konzentrationen zerstort
wird 45, Dass die neuen Waschrohstoffe von Fischen noch
schlechter vertragen werden als Tetrapropylenbenzol-
sulfonat ist eine Tatsache®. Ob sie unter Hinweis auf die
bessere Abbaubarkeit als praktisch bedeutungslos ab-
getan werden darf, wird die Zukunft zeigen.

Den verschiedenen Berichten iiber die Wirkung von
Detergentien auf Fische und wirbellose Wassertiere soll
Im folgenden ein solcher iiber den Einfluss der beiden ge-
nannten Alkylbenzolsulfonate auf Froschlarven zur Seite
gestellt werden. Tetrapropylenbenzolsulfonat (TBS) und
Dodecylbenzolsulfonat {DBS) wurden in Form der Pro-
dukte Marlon TP 42 und Marlon BW 2043 der Chemischen

Werke Hiils verwendet. Die nachstehenden Konzentra-
tionsangaben beziehen sich stets auf den Gehalt an wasch-
aktiver Substanz (WAS).

Als Versuchstiere dienten mehr als 1500 Kanlguappen
(Larven von Rana tempovaria) aus einem Laichballen, die
zu je 50 in zylindrischen Glasgefdssen in 1 1 Wasser mit
130 bis 140 cm? Oberfldche gehalten und mit dem handels-
iiblichen Trockenfutter «TetraMin» ernihrt wurden. Das
Wasser stammte aus einem kleinen, aus der Trinkwasser-
leitung gespeisten Fischteich; die Wassertemperatur be-
trug 22 bis 23°C. Zu Beginn des eigentlichen, 24 h dauvern-
den Versuchs wurden die Tiere in andere gleichartige
Gefdsse eingebracht, die jeweils 11 einer Losung von TBS
bzw. DBS in Teichwasser enthielten. Je 100 Larven wur-
den ein und derselben Konzentration ausgesetzt. Die
elektrische Messung der Wasserstoffionenkonzentrationen
ergab pH-Werte von 7,24 bis 7,81 in den Detergenslo-
sungen und ein pH von 7,93 im Teichwasser.
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