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EINLEITUNG 1

EINLEITUNG

Der Calciumbedarf von Hunden liegt deutlich hoher als der vieler anderer
Sdugetierspezies, z.B. des Menschen (NRC 2006; NRC 1980; GfE, 1989; DGE,
2013). Dies gilt nicht nur fir den wachsenden Hund, sondern auch fiir den Hund
im Erhaltungsstoffwechsel. Zahlreiche Fallberichte haben aufgezeigt, dass nicht
nur wachsende, sondern auch adulte Hunde sehr empfindlich auf
Calciumunterversorgung reagieren (BECKER et al., 2012; DIQUELOU, 2005;
DE FORNEL-THIBAUD et al., 2007).

MACK et al. (2015) fuhrten eine Meta-Analyse zur Calciumaufnahme und
faecalen Calciumausscheidung bei adulten Hunden durch. Die Ergebnisse legen
nahe, dass Hunde und Katzen die Calciumhomoostase nur in eingeschréanktem
MaR Uber die Absorption aus dem Gastrointestinaltrakt regulieren. Alle Studien,
die in dieser Metaanalyse erfasst worden sind, hatten jedoch nur eine Dauer von
maximal vier Wochen. Daher konnte nicht ausgeschlossen werden, dass Hunde
eine langere Zeit bendtigen, um ihre faecale Calciumausscheidung an eine

niedrige Calciumversorgung anzupassen.

Ziel der vorliegenden Studie war daher zu prifen, ob sich die faecale
Calciumausscheidung bei adulten Hunden nach langerer Zeit (6 Monate) geringer

Calciumversorgung verringert.
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1. Physiologie des Calciums

1.1 Verteilung und Funktionen des Calciums im Korper

99 % des gesamten Korperbestandes an Calcium befindet sich in den Knochen,
welche damit auch das einzige Speicherorgan fiir Calcium darstellen (ERBEN,
2013).

Der groBte Teil des ubrigen Calciums (0,9 %) befindet sich in der
Plasmamembran, sowie im endoplasmatischen Retikulum der Zellen. Die
extrazellulare Flussigkeit beinhaltet die restlichen 0,1 % Calcium, mit einer
Gesamtkonzentration von etwa 2,5 mmol/l. Das extrazellulare Calcium teilt sich
in drei Gruppen: 1. Ungebundenes ionisiertes Calcium, welches die biologisch
aktive Form des Calciums ist und etwa 50 % des Gesamtcalciums ausmacht.
2. An Anionen wie Citrat, Bikarbonat, Phosphat oder Laktat gebundenes Calcium
(5 % des Gesamtcalciums). 3. Proteingebundenes Calcium, welches etwa 45 %
des Gesamtcalciums ausmacht. Letzteres ist an die negativ geladene Seite des
Proteins, meist Albumin, seltener Globuline, gebunden. Die proteingebundene
Form des Calciums ist pH abhangig, da im Falle eines pH-Wert Abfalls im Serum
H* lonen die Bindung des Calciums an die Proteine kompetitiv hemmen. Nur das
ionisierte und an Anionen gebundene Calcium wird in der Niere filtriert (ROSOL
etal., 1995).

Neben der Stitzfunktion des Skeletts fungiert Calcium im Kdorper als Signalion
(ROSOL & CAPEN, 1996), ist an der Aktivitét aller Muskeln beteiligt (HUBER,
2013) und dient als Bindeglied der Gerinnungskaskade (KASPERS & GOBEL,
2013).

1.2 Regulation des Calciumstoffwechsels

Die Calciumhomdoostase bestrebt die Aufrechterhaltung einer konstanten
Konzentration von ionisiertem Calcium im Extrazellularraum (ERBEN, 2013).
Die Regulation des Calciumstoffwechsels erfolgt bei allen landlebenden
Sdugetieren  prinzipiell —gleichartig und steht unter einer strengen
Stoffwechselkontrolle (ROSOL et al.,, 1995). Beteiligt an der Erhaltung des
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Gleichgewichts sind 3 Organe (Darm, Niere, Knochen) und 3 Hormone
(Parathormon, Vitamin D, Calcitonin). Zwischen der extrazellularen Flussigkeit
und dem Darm, der Niere und dem Knochen kommt es, abhéngig vom
Calciumgehalt und  der  Flussgeschwindigkeit des  Plasmas  zu
Transportmechanismen. Diese Transporte sind abhangig von Parathormon (PTH),
Calcitonin und 1,25-dihydroxy Vitamin D3 (CLINE, 2012). Im Falle
ungentgender Calciumaufnahme aus dem Intestinaltrakt bzw. ungentgender
renaler Ruckresorption steht das Calcium des Extrazellularkompartments des
Knochens als schnelle Quelle fur Calcium und Phosphor zur Verfligung, wobei
dieser Vorrat schnell aufgebraucht ist. Fir die langerfristige Aufrechterhaltung der
Calciumfreisetzung aus dem Knochen muss der Knochenumbau gesteigert
werden. Osteoklasten bauen hierbei Knochen ab und setzen so Calcium und
Phosphat frei, wahrend Osteoblasten zundchst neues kollagenes Grundgerist
sezernieren, welches nach und nach kalzifiziert wird und so neue Knochenmatrix
bildet (DE BRITO GALVAO, 2013; ROSOL et al., 1995). Im Falle erhohten
Calciumbedarfs und damit erhohtem Knochenumbau, (berwiegt der
Knochenabbau dem Neuaufbau von Knochen. Die Folge ist, dass der Anteil
jungen Knochengewebes, d.h. nicht ausreichend Kkalzifiziertes kollagenes
Grundgerust, groRer ist als der des vollstandig auskalzifizierten alten Knochens.
Bindegewebe ersetzt folglich die Struktur der Knochen (MILLER et al., 1989).

1.2.1PTH

PTH ist ein Polypeptid mit 84 Aminosauren. lonisiertes Calcium bindet an einen
calciumsensitiven Rezeptor in den Hauptzellen der Nebenschilddrise (ROSOL &
CAPEN, 1996). Fallt der Plasmaspiegel an ionisiertem Calcium, steigt die PTH
Ausschuttung aus der Nebenschilddrise an (SAVILLE & KROOK, 1969;
CLOUTIER et al., 1993; CLOUTIER et al., 1994; ESTEPA et al., 2003). Die
Hauptfunktion des PTHSs ist der Erhalt des physiologischen Gehalts an ionisiertem
Calcium im Blut. Hierflir wird zum einen die renale Reabsorption von Calcium
gefordert, zum anderen wirkt es am Knochen, wo die Osteoklastenaktivitat und
somit die Knochenresorption erhoht wird (ROSOL & CAPEN, 1996). Zuletzt
steigert PTH die Bildung von 1,25-dihydroxy Vitamin D, welches wiederum die
Resorption von Calcium aus dem Darm steigert (CLINE, 2012).
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1.2.2 Vitamin D

Vitamin D ist ein Prohormon, das eine zweistufige Aktivierung zu Calcitriol
durchlauft, seinem wichtigsten biologisch aktiven Metaboliten. Im Korper
befindet sich nur wenig natives Vitamin D, da es unter physiologischen
Umsténden schnell zu Calcidiol umgewandelt wird (DE BRITO GALVAO,
2013).

Im Gegensatz zu Herbivoren und Omnivoren kénnen Hunde Vitamin D nicht
durch UV-Strahlung in der Haut synthetisieren. Dementsprechend ist Vitamin D
fur den Hund ein essentielles Vitamin, das tber die Nahrung aufgenommen
werden muss (HOW et al., 1994).

Das aus tierischen Produkten stammende Vitamin D3 (Cholecalciferol), sowie das
aus pflanzlichen Quellen stammende Vitamin D2 (Ergocalciferol) werden im
Dinndarm quantitativ resorbiert. Als VVoraussetzung fiir die intestinale Resorption
gilt eine intakte Fettverdauung (ERBEN, 2013).

Aus dem Darm aufgenommenes Vitamin D wird zur Leber transportiert, wo es
mithilfe der 25-Hydroxylase zu Calcidiol hydroxyliert wird. AnschlieRend wird
Calcidiol in der Niere entweder mit der 1-o-Hydroxylase, welche Calcidiol zu
1,25-dihydroxy Vitamin D (Calcitriol) hydroxyliert oder mit der 24-Hydroxylase,
wodurch der groRtenteils inaktive Metabolit 24,25-dihydroxy Vitamin D gebildet
wird (DE BRITO GALVADO, 2013).

Die 24-Hydroxylase und die 1-a-Hydroxylase stehen in Wechselwirkung
zueinander. Um die Effekte des Calcitriols zu verringern und um vor dem
Entstenen einer Hypercalcamie zu schutzen, induziert Calcitriol selbst die
24-Hydroxylase (DE BRITO GALVADO, 2013).

Die renale 1-a-Hydroxylase gilt als Hauptkontrollpunkt im Vitamin D
Metabolismus. Die entscheidenden EinflussgréfRen sind PTH, 1,25-dihydroxy
Vitamin D, Phosphat und Fibroblast Growth Factor-23 (FGF 23). PTH aktiviert
die renale 1-a-Hydroxylase, wéhrend Phosphat und 1,25-dihydroxy Vitamin D sie
hemmen. Dahingegen wird die 24-Hydroxylierung durch 1,25-dihydroxy
Vitamin D und Phosphat aktiviert und durch PTH gehemmt. FGF-23 unterdriickt
die Expression der renalen 1-o-Hydroxylase und verhindert die renal-tubulére
Phosphat-Reabsorption. FGF-23 wird von Osteozyten in Abhéngigkeit von
Phosphat und 1,25-dihydroxy Vitamin D sezerniert. Folglich ist dieser endokrine
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Faktor ein weiteres negatives Feedback zwischen Knochen und Niere (ERBEN,
2013).

Die biologisch wichtigste Wirkung des 1,25-dihydroxy Vitamin D ist die
Stimulation der intestinalen Calcium- und Phosphorresorption. Zusétzlich férdert

es die renal-tubulare Reabsorption von Calcium (ERBEN, 2013).

1.2.3 Calcitonin

Calcitonin ist ein Polypeptid, gebildet in den parafollikularen C-Zellen der
Schilddriise. Der Hauptregulator der Calcitoninsekretion ist die Konzentration des
ionisierten Calciums im Blut. Sobald die Konzentration an ionisiertem Calcium
im Blut steigt, steigt auch die Calcitoninsekretion. Des Weiteren wird die
Sekretion von Calcitonin durch Gastrin und Cholezystokinin geférdert. Calcitonin
reagiert an spezifischen Calcitonin-Rezeptoren auf den Osteoklasten und inhibiert
so die Knochenresorption. Zusétzlich bewirkt Calcitonin eine Hypocalcdmie
durch Hemmung des Calciumausstroms. An der Niere inhibiert Calcitonin die
Calcium- und Phosphatriickresorption (ROSOL et al., 1995).

1.2.4 FGF-23

FGF-23 ist ein Protein, welches hauptsdchlich von Osteoklasten, aber auch von
Osteoblasten, gebildet und sezerniert wird. Bei einem erhohten Knochenturnover
kommt es somit zu einem Anstieg an FGF-23. Der wichtigste Effekt des FGF-23
ist die Verringerung des Serumspiegels anorganischen Phosphors. Dies wird
erreicht durch eine Verminderung der intestinalen Absorption sowie einer
Steigerung der renalen Phosphor Ausscheidung (DE BRITO GALVAO, 2013).

FGF-23 agiert vornehmlich im proximalen Tubulus, wo es die Phosphat Exkretion
uber den Urin steigert und die 1-a-Hydroxylase inhibiert, wahrend es die
25-Hydroxylase Aktivitat steigert. Demzufolge sind die wichtigsten FGF-23
Sekretion stimulierenden Faktoren ein Anstieg des Calcitriol Levels sowie ein
Anstieg des Uber die Nahrung zugefihrten Phosphors. Durch Bindung an die
Promotor Region des FGF-23 Gens in den Osteozyten stimuliert 1,25-dihydroxy
Vitamin D die FGF-23 Expression (GUTIERREZ, 2010).

Zusatzlich inhibiert FGF-23 die Sekretion von PTH. Der Haupteffekt des FGF-23
ist die Erhaltung der Phosphor Homoostase (DE BRITO GALVAO, 2013).
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1.2.5 Marker des Knochenstoffwechsels
Der Knochenstoffwechsel ist abhéngig von der Aktivitat der Osteoblasten und
Osteoklasten. Diese bilden je nach Aktivitdt Enzyme oder Proteine, die sich im
Falle von Aufbaumarkern nur im Serum, im Falle von Abbaumarkern im Serum
und Urin messen lassen (ALLEN, 2003).

Der in der Diagnostik bedeutendste Knochenaufbaumarker ist die alkalische
Phosphatase (ALP). Wird nur die gesamtalkalische Phosphatase bestimmt, ist es
schwierig zu beurteilen, woher die Erhéhung kommt, da zwischen verschiedenen
Isoenzymen unterschieden werden kann. Bei den Haussédugetieren sind folgende
Isoenzyme bekannt: Die knochenspezifische alkalische Phosphatase (bALP, bone
specific alkaline phosphatase), die intestinale alkalische Phosphatase, die
leberspezifische alkalische Phosphatase (IALP) und beim Hund die Corticosteroid
induzierte alkalische Phosphatase (CALP). Die bALP lasst sich durch
Hitzedenaturierung, Gelelektrophorese oder chemische Ausféllung mit
Weizenkeim Lektin isolieren. Neuere Methoden sind ein Radioimmunoassay
(RIA) oder ein Enzymlinked Immunosorbent Assay (ELISA) (ALLEN, 2003).

Typ | Kollagen macht iber 90 % der organischen Matrix des Knochens aus. Im
Falle von Osteoklastenaktivitat im Rahmen von Knochenresorption kommt es zur
Freisetzung von Spaltprodukten der C-terminalen Telopeptide des Typ |
Kollagens. Die sogenannten [-Crosslaps stellen somit ein spezifisches
Abbauprodukt des Knochenkollagens dar (ALLEN, 2003).

1.3 Calciumresorption aus dem Gastrointestinaltrakt

Allen S&ugetieren ist gemeinsam, dass Calcium nur aus dem Darm resorbiert
werden kann, wenn es in geldster Form vorliegt (BRONNER & PANSU, 1998).
Die Losung und damit Verdaulichkeit des Calciums ist abh&ngig von einem
Wechselspiel der Calciumquelle, der Magenséure und der Enzyme im Darm. In
der scheinbaren Calciumverdaulichkeit zeigen sich hingegen grol3e tierartliche
Unterschiede (STANIK, 2006).

Bei Ratten konnte gezeigt werden, dass Calcium durch den niedrigen pH-Wert im
Magen in Losung geht und sich somit in ionischer Form befindet. Folglich kann
es resorbiert werden. Je weiter caudal der Chymus transportiert wird, desto
basischer wird der pH-Wert und das Calcium fallt wieder aus. Folglich sinkt die

Absorptionsrate des Calciums in den hinteren Abschnitten des Diinndarms.
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Sobald hier die tbrigen Calciumionen absorbiert worden sind, geht allerdings
weiteres Calcium in L6sung. Folglich steigt die Absorptionsrate des Calciums
auch mit der Dauer, die der Chymus in einem Darmsegment verweilt
(BRONNER, 1997).

Die Effizienz des aktiven Transports hangt von der Calcium- und Phosphorzufuhr
Uber das Futter ab. Im Falle erhéhten Calciumbedarfs (Laktation, Wachstum) ist
die Bildung von 1,25-dihydroxy Vitamin D in der Niere gesteigert, welches die
Ausbildung von Ca?*-Kanalen, sowie Einbau von Ca®*-Pumpen férdert. Hierdurch
kommt es auch zu einer erhohten Bildung von Calbindin, welches bei mehreren
Séugetierarten, so auch beim Hund, von 1,25-dihydroxy Vitamin D reguliert wird,
und die Resorption von Calcium beeinflussen kann (BRONNER & PANSU,
1998; ROCHE et al., 1984; AL-ATAWI et al, 2009). Auch Phosphor, sowie der
pH-Wert haben einen Effekt auf die Absorption. Phosphor hat insofern einen
Einfluss, indem die Calciumabsorption signifikant verringert wird, wenn kein
Phosphor im Darmlumen vorhanden ist. Das Verhaltnis von Phosphor zu Calcium
hingegen dndert die Calciumabsorption nicht signifikant (CRAMER, 1968). Die
Quelle des Phosphors spielt auch eine entscheidende Rolle in der Absorption des
Calciums. Phytat-Phosphor aus Getreide bildet mit Calcium unlésliche
Calciumphytate und verhindert so die Absorption des Calciums aus dem
Darmlumen (CHERYAN, 1980).

1.4 Calciumausscheidung tber die Nieren

Die Calciumausscheidung Uber die Nieren zeigt enorme tierartliche Unterschiede.
Kaninchen (CHEEKE und AMBERG, 1973) scheiden groRere Mengen Calcium
uber den Harn aus, Pferde regulieren bei einer hohen Calciumversorgung ihre
Calciumhomdostase ebenfalls tber die Nieren (KIENZLE und BURGER, 2011),
Menschen regulieren ihren Calciumstoffwechsel unter anderem Uber die Nieren
(SILBERNAGEL und DESPOPOULOS, 2012). Beim Hund hingegen sind die
Calciumausscheidungen (ber die Nieren konstant niedrig (CHEN, 1955), was
daftir spricht, dass Hunde ihren Calciumstoffwechsel nicht Uber die Nieren

regulieren konnen.
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2. Vergleichender Calciumstoffwechsel von Hund und Mensch

2.1 Calciumbedarf von Hund und Mensch

Aktuell liegt der empfohlene Bedarf fiir einen ausgewachsenen Hund im
Erhaltungsstoffwechsel bei 130 mg / kg met KGW (NRC, 2006). Hunde einer
grollen Rasse mit etwa 70 kg Kdrpergewicht haben folglich einen Calciumbedarf
von 3146 mg, wahrend ein 70 kg schwerer Mann hingegen nur 1000 mg / Tag
bendtigt (NRC, 1980; GfE, 1989; DGE, 2013).

2.2 Vergleich Calciummangelerkrankungen

2.2.1 Calciummangel beim Hund

Obwohl Mensch und Hund grundsétzlich lber dieselben Mechanismen verfligen,
die Calciumhomdostase zu steuern, hat der Hund nicht nur einen hoheren Bedarf
an Calcium, sondern ist gegentiber Calciummangel in der Nahrung wesentlich
empfindlicher. Klinische Falle von Calciummangel kénnen bei Hunden h&ufig
beobachtet werden und sind meist Folge hausgemachter Rationen ohne adéquate
Calciumquelle (SCHLESINGER u. JOFFE, 2011; BECKER et al.,, 2012;
DIQUELOU et al., 2005).

Beim Hund fithren Calciummangel und eine proportionale Uberversorgung mit
Phosphor zu einer inaddquaten Versorgung mit Calcium. Um den
Blutcalciumspiegel aufrecht zu erhalten, wird Calcium aus den Knochen
mobilisiert, wodurch es zur Knochenentmineralisierung kommt. Die Folge ist eine
Zunahme des Knorpelgewebes und Osteoids. Bei lang andauerndem Mangel
entwickelt sich ein sekundérer Hyperparathyreoidismus, was eine erhohte
Ausschittung von PTH zur Folge hat, wodurch die weitere Mobilisierung des
Calciums aus den Knochen gefordert wird. Daraus resultiert eine Einlagerung von
fibrésem Bindegewebe in den Knochen und es entwickelt sich das Krankheitsbild
der Osteodystrophia fibrosa generalisata. Obwohl alle Knochen im Korper
betroffen sind, tritt die Krankheit zuerst im Unterkiefer auf, wodurch beim Hund
das typische Krankheitsbild des Gummikiefers (rubber jaw) in Erscheinung tritt
(L1U, 2002; HOLMES, 1967). Spater erfolgt ein Substanzverlust in den Wirbeln
und erst zuletzt in den langen Knochen (CLINE, 2012; KROOK et al., 1970;
HENRIKSON et al., 1970).
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2.2.2 Calciummangel beim Menschen

Beim Menschen verhélt es sich anders. Die Ubliche Erndhrung des Menschen
(Western Diet) besteht aus groRtenteils calciumarmen Produkten, mit denen die
empfohlene Calciumversorgung oft nicht erreicht wird. Beim Menschen sind
Knochenerkrankungen, die auf eine unzureichende  Mineralisierung
zuruckzufiihren sind, insbesondere bei Kindern und Heranwachsenden weltweit
bekannt. Ursache der Erkrankung liegt jedoch hier in der Regel in einer nutritiven
Fehlversorgung mit Vitamin D bzw. einer unzureichenden Exposition gegenuber
UV-Strahlung (NOH et al., 2013; KARRAR, 1998; AL-ATAWI et al., 2009;
WEISBERG et al., 2004; ROBINSON et al., 2006). Auch die postmenopausale
Osteoporose scheint ihren Ursprung nicht vor allem in einer mangelhaften
Calciumversorgung zu haben (GARN et al., 1992).

Anfang bis Mitte des 20. Jahrhunderts wurden mehrere Studien zur
Calciumverdaulichkeit beim Menschen durchgefuhrt. Im Gegensatz zum Hund
kann der Mensch sich an geringe Mengen Calcium in der Nahrung adaptieren
durch eine Verbesserung der intestinalen Resorption (MALM, 1958; LEITCH et
al.,, 1937; MITCHEL u. CURZON, 1939; SHERMAN u. HAWLEY, 1922;
MCKAY et al., 1942; POTGIETER, 1940).

Um auBere zwischen den Probanden variierende Einflussfaktoren zu minimieren,
haben MALM (1958) 26 Freiwillige aus einem Gefangnis in Norwegen
ausgewahlt fur Bilanzstudien. In der Phase der niedrigen Calciumaufnahme
erhielten die Manner im Durchschnitt 450 mg Calcium und 1400 mg Phosphor
taglich. Die Dauer der Studie wurde so lang wie moglich (2 — 2,5 Jahre)
durchgefuhrt und nur durch Freilassung, Verlegung in ein anderes Gefangnis oder
freiwilliges Ausscheiden aus der Studie abgebrochen. In Tabelle 1 sind Dauer bis
zur Adaptation, Calciumverluste vor und nach der Adaptation, sowie die Bilanzen
bei einer Calciumaufnahme von 450 mg / Tag (~ 50 % RDA) bei den adulten
Mannern angegeben. Die Autoren haben Bilanzen von mehr als - 20 mg / Tag als
signifikant erklart, demzufolge waren 5 von 26 Maénnern in einer deutlich
negativen Bilanz, 9 Ménner waren in einer leicht negativen Bilanz, einer in

ausgeglichener Bilanz und 11 Manner in positiver Bilanz.

Entsprechend der Dauer von 14 bis 240 Tagen bis zur Adaptation zeigten sich
verschiedene Typen des Adaptierens (Tabelle I): Typ A kann sich sofort an die

niedrige Calciumversorgung anpassen und zeigt eine positive oder nicht
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signifikante negative Bilanz.

Tabelle I: Ausscheidung und Bilanz wéhrend Pra-Adaptation und Adaptation
adulter Manner bei einer Calciumaufnahme von 450mg/Tag (MALM, 1958)

Pre-
Adaptation Adaptation Bilanz

Alter | Zeitbis | Ca Ca Ca Ca Ca | nicht | Adap-| Zuge- | Adap-
Adap- | Ver- | Fazes | Urin | Fazes | Urin | adap- | tiert | winn | tations
tation | lust | [mg] | [mg] | [mg] | [mg] | tiert Bilanz | Typ
[Tage] | bis
Adap-
tation

[a]

20 98 16 | 411 | 201 | 357 | 157 | -16 60 76 B;

25 84 49 | 362 | 146 | 280 | 183 | -58 6 64 B,

28 56 3,3 207 | 271 | 208 | 223 -58 -8 50 B,

29 42 1,2 349 | 204 | 222 | 179 -54 51 105 B,

30 98 38 | 444 | 163 | 403 | 158 | -39 24 63 B,

30 56 7,8 320 | 215 | 221 | 172 | -139 17 156 B,

32 140 15,7 | 343 | 190 | 308 | 212 | -112 | -69 43 Bs

nicht

adap-
32 >84 | >4,8 | 260 | 195 | tiert -57 C
36 56 1 279 | 166 | 234 | 137 | -17 31 48 B,
36 70 22 | 198 | 272 | 160 | 245 | -32 32 64 B:
37 98 175 | 418 | 137 | 315 | 149 | -149 | -11 138 B,
41 210 18,5 | 323 | 200 | 252 | 209 | -88 -7 81 B,
42 112 131 | 292 | 256 | 207 | 260 | -117 | -37 80 B,
42 56 32 | 365 | 169 | 264 | 195 | 57 | -11 46 B,
44 0 0 132 | 254 70 A

47 252 19,7 | 467 | 192 | 398 | 209 -78 0 76 B,

266 322 | 292 | 170 | 206 | 167 -47 -18 29

nicht
adap-

50 >280 |>345| 289 | 358 | tiert -101 C
54 0 0 292 | 176 -20 A
nicht
adap-

54 >266 |>20,8| 355 | 213 | tiert -78 C
55 56 41 | 381 | 152 | 229 | 140 | -74 65 139 B,
56 98 88 | 259 | 433 | 195 | 395 | -90 -2 88 B,
57 28 15 | 374 79 335 75 -53 -12 41 B,

58 56 0,8 327 | 232 | 254 | 210 | -14 43 57

59 28 5,4 391 | 219 | 277 | 184 | -192 | -18 174 B,

64 56 15 246 | 135 | 203 | 142 -26 -8 18 B,

69 0 0 200 | 199 44 A

Typ B hat zunéchst eine negative Bilanz, gefolgt von einer besseren Einsparung

oder Adaptation. Dieser Typ wird von den Autoren in weitere Untergruppen
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unterteilt: B; zeigt eine kompensatorische Adaptation mit Erholung vom initialen
Calciumverlust, B, erreicht ein neues Gleichgewicht mit einer gering negativen
Bilanz bzw. einer ausgeglichenen Bilanz ohne Wiederherstellung des
anfanglichen Calciumverlustes, wahrend B3 anfangs eine deutlich negative Bilanz
zeigt, gefolgt von einer weniger starken, aber immer noch signifikant negativen
Calciumbilanz. Bei Typ C handelt es sich um jene Probanden, bei denen eine
deutlich negative Calciumbilanz vorliegt, die keine Anzeichen einer Einsparung
oder Adaptation erahnen lasst (MALM, 1958).

Es konnte auch eine saisonale Adaptation beobachtet werden. Vergleicht man die
13 Ménner, die mit der niedrigen Calciumaufnahme im Februar bis Juli begonnen
haben mit denen, die im September bis November begonnen haben, kommt man
zu folgenden Ergebnissen: die 6 Manner, die das Experiment im Februar und
Marz begonnen haben, konnten innerhalb von durchschnittlich 88 Tagen
adaptieren, wéhrend die 7 Manner, die im April und Juli begonnen haben
durchschnittlich nur 39 Tage brauchten, um in positive Bilanz zu kommen.
Dahingegen benétigten die 11 Manner, die September bis November das
Experiment starteten, durchschnittlich 106 Tage, um in positive Bilanz zu
kommen (MALM, 1958).

Einer der Ménner wurde in zwei Versuchen, beginnend im Oktober und im
November des darauffolgenden Jahres, untersucht. Jeweils benétigte er die langste
Zeit fur eine Adaptation, 252 bzw. 266 Tage und erreichte damit das Equilibrium
im Juni bzw. August. Einer der zunédchst nicht adaptierenden Manner zeigte im
Juni nach 112 Tagen eine intestinale Adaption. Aufgrund weiterhin bestehender
hoher Calciumausscheidungen tber den Urin konnte er jedoch in der Gesamtheit
keine positive Calciumbilanz erreichen. Ein weiterer der nicht adaptierenden
Ménner hatte von Juli bis Mitte November eine durchschnittliche faecale
Ausscheidung von 320 mg / Tag, die von Dezember bis Méarz auf 395 mg / Tag
anstieg. Die Vermutung einer saisonalen Beeinflussung der Calcium Absorption
wird noch dadurch verstarkt, dass 2 der 3 Manner, die sofort adaptierten, und
5 der 7 der kompensierenden Adaptierer das Experiment im Februar bis April
starteten, wéhrend nur 4 der 12 Typ B, Adaptierer in diesen Monaten begann
(MALM, 1958).

McCANCE und WIDDOWSON (1942) untersuchten in mehreren kurzen
Durchgéngen (1, 2 und 3 Wochen) 6 gesunde Menschen bei Calcium Aufnahmen
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von 450 bis 620 mg / Tag zu verschiedenen Jahreszeiten. Das wenigste Calcium
wurde Februar und Mdrz absorbiert, das meiste im Juli und August (Tabelle II).
Um festzustellen, ob die bessere Bilanz in den Sommermonaten auf die verstérkte
Sonneneinstrahlung und damit bessere Vitamin D Synthese zurtickzufihren ist,
wurden im Marz 1941 Uber sieben Tage in einer Vorversuchsphase den
Probanden 2000 IU Vitamin D téglich verabreicht. Trotzdem zeigten die
Individuen eine nicht signifikante Verbesserung der Calciumabsorption ohne
Verénderung in der Calciumausscheidung im Urin. Daraus schlossen die Autoren
eine Verbesserung der Calciumabsorption in den Sommermonaten durch
verstéarkte Vitamin D Synthese aus.

Tabelle I1: Saisonale Beeinflussung der Calciumabsorption beim Menschen
(McCance und Widdowson, 1942)

Calciumaufnahme | Calciumabsorption | Calciumausscheidung
[mg/ Tag] [% der Calcium- im Urin [% der
aufnahme]
Calciumaufnahme]

Juli 1940 450 26 27
Dezember 1940 515 6 17
Januar 1941 515 6 17
Juli 1941 600 17 25
Februar 1942 535 7 15
Juli 1942 590 29 30

3. Metaanalyse zur Calciumverdaulichkeit bei Hund und Katze

MACK et al. (2015) flhrten eine Metaanalyse zur Calciumaufnahme und faecalen
-ausscheidung bei Hunden und Katzen durch. Dabei sollten Faktoren identifiziert
werden, die die Absorption von Calcium und Phosphor beeinflussen wie z.B. die
Quelle und die Rationszusammensetzung. Hierzu wurden die Aufnahme gegen die
faecale Exkretion geplottet. Besonders schwerverdauliche Calciumquellen oder
Inhaltsstoffe in der Ration, welche die Calciumverdaulichkeit verschlechtern,
mussten dann Ausreiler nach oben zur Folge haben, wéhrend besonders
hochverdauliches Calcium nach unten abweichen wirde. Ein Einfluss der
guantitativen Calciumaufnahme auf die Absorption musste ebenfalls sichtbar
werden. Wenn die Aufnahme unterhalb des Bedarfs liegt, misste ein grofer Teil
absorbiert werden, wahrend beim Uberschreiten des Bedarfs fast alles Calcium
wieder ausgeschieden werden musste (Abb. 1). Die Steigung der Regressionslinie

reprasentiert  den  reziproken  Wert der  wahren  Verdaulichkeit
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(i.e. 1-Steigung)*100 = wV).

Diese Vorstellungen bestétigten sich nicht. Die Autoren fanden eine hoch
signifikante lineare Beziehung zwischen der Calciumaufnahme und der
Calciumausscheidung ohne Breakpoint (Abb. 2). Dies spricht gegen eine
Adaptation der Calciumausscheidung bzw. der Calciumabsorption an die
aufgenommene Menge. Bei geringer Calciumaufnahme wirde demnach die wahre
Verdaulichkeit nicht wesentlich erhéht und bei hoher nicht systematisch reduziert

werden.

8 Knochen?
a8

Hoher Phytat-

@ Hoher anteil
Rindertalg- a¥
anteil

Anstieg * 100 = Prozent
des nicht absorbierten Ca

Hoher Laktose-
g anteil

ﬁ Ca Aufnahme (mg/kg KGW®7°/d)

Bedarf

Fakale Ca Ausscheidung(mg/kg KGW®75/d)

Abb. 1: Schematische Darstellung eines Plots der Calciumaufnahme gegen die
fakale Calciumausscheidung: Broken Line Modell mit Breakpoint im Bereich des

Bedarfs und Ausreiler bei besonders schwer bzw. leicht verdaulichem Calcium
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y = 0,8765x + 8,6311
3500 R®=0,9566
3000

2500

Fakale Ca Aussscheidung mg/kg
KM®75/Tag

0 1000 2000 3000 4000 5000
Ca Aufnahme mg/kg KM275/Tag

Abb. 2: Abhéangigkeit der faecalen Calciumausscheidung zur Calciumaufnahme
beim adulten Hund (nach Mack et al., 2015)

Ahnliche Beobachtungen machten auch andere Autoren. So fanden CRAMER
und DUECK (1962) heraus, dass bei Hunden die intestinale Resorption von
Calcium bereits gesattigt ist, wéhrend Ratten wesentlich hohere Calciummengen

resorbieren kénnen.

SCHUNEMANN et al. (1989) fiitterten Hunde mit Rationen unterschiedlichen
Calciumgehalts und fanden heraus, dass selbst bei Rationen mit sehr niedrigen
Calciumgehalten groRtenteils praecaecal eine Nettosekretion stattfand, wahrend
im Colon eine Nettoabsorption stattfand. Dagegen gilt bei anderen Spezies wie
z.B. Ratten oder Menschen der Dinndarm als Hauptort der Absorption
(BRONNER et al., 2003). Auffallig war, dass bei den Hunden von
SCHUNEMANN et al. (1989) die Calciumaufnahme und der ileocaecale
Calciumfluss in ahnlicher Weise korrelierten (Abb. 3) wie Calciumaufnahme und
faecale Calciumausscheidung in der Studie von MACK et al. (2015). Auch
zwischen dem ileocaecalen Calciumfluss und der faecalen Calciumausscheidung

bestand eine positive Korrelation (Abb. 4).
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Abb. 3: Abhéngigkeit des ileocaecalen Calciumflusses zur Calciumaufnahme
(nach Lass, 1988)
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Abb. 4: Abhangigkeit des ileocaecalen Calciumflusses zur Calciumausscheidung
(nach Lass, 1988)

Bei der Studie von MACK et al. (2015) wurden hauptséchlich Kurzeitstudien
einbezogen. Deshalb kann anhand der Literatur nicht eindeutig beantwortet
werden, ob Hunde langerfristig — &hnlich wie MALM (1958) es bei Menschen
zeigte — die Calciumabsorption im Darm bei einem Calciummangel adaptieren

kdnnte
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Introduction

Dogs are more sensitive to chronic low calcium intake than men. Within several
months up to some years of calcium deficient feeding even adult dogs at
maintenance develop skeletal problems such as rubber jaw, osteoporosis,
osteodystrophia fibrosa (Holmes, 1967; Becker et al., 2012; Diquélou et al.,
2005). In puppies, skeletal problems due to calcium deficiency are commonly
seen (Dobenecker et al., 1998; Hutchinson et al., 2012; Becker et al., 2012). By
contrast, in humans, insufficient calcium supply alone is not seen to be a major

cause of osteoporosis in elderly people (Garn et al., 1992).

Calcium requirements, even for maintenance, are much lower for adult humans
than for adult dogs (NRC, 2006; NRC, 1980; GfE, 1989; DGE, 2013). The current
recommended daily allowance (RDA) is 1000mg/d for an adult human, and the
estimated average requirement is 800 mg/d (Institute of Medicine, 2011). By
contrast a Great Dane of the same body weight (BW) requires 3146 mg calcium
per day (130 mg/kg BW®" recommended allowance; NRC, 2006). Humans are
able to increase intestinal calcium absorption when calcium intake is low, and are
therefore able to tolerate suboptimal intakes for sustained periods of time (Malm,
1958; Leitch et al., 1937; Mitchell & Curzon, 1939; McKay et al., 1942; Potgieter,
1940). By contrast adult dogs eating diets comparable in calcium content with
western human diets exhibit clinical symptoms of deficiency in a relatively short

time (Diquélou et al., 2005).

A previous meta-analysis of digestion trials in dogs suggested that true

digestibility of calcium does not notably increase when calcium intake is below
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requirements (Mack et al., 2015). Given the differences in calcium requirements
of dogs and humans, the relatively common occurrence of clinical calcium
deficiency in dogs but not in man, and the outcome of the meta-analysis of Mack
et al. (2015), we hypothesize that dogs will not effectively increase calcium
absorption from the gastrointestinal tract when challenged with a low dietary
calcium intake. The NRC (2006) defines the minimal requirements of a nutrient as
requirement of bioavailable nutrient. Provided the calcium source is available, a
dog eating the minimal requirement and efficiently increasing its capability for
calcium absorption should achieve a balance between calcium intake and
excretion. In a digestion trial therefore the apparent calcium digestibility should
be close to zero. By contrast, a highly negative calcium digestibility, i.e. faecal
losses considerably exceeding the ingested amount, would suggest that calcium
absorption has not sufficiently increased to maintain calcium homeostasis. In the
present study therefore we fed calcium according to minimal requirements of
NRC (2006) to adult dogs at maintenance and measured faecal calcium excretion

in digestion trials.

As the studies included in the meta-analysis of Mack et al. (2015) were mostly
short term experiments lasting only a few weeks, it is possible that dogs may be
slow to adapt to changes in calcium availability, and only increase their
quantitative calcium absorption during longer periods of low calcium intake.
Therefore, in order to determine this we maintained calcium supply according to
minimal requirements of NRC (2006) for a period of 28 weeks, with repeated
assessment of calcium digestibility and balance during this period. We
hypothesized that potential long term adaptations of intestinal calcium metabolism

to low calcium intake should be demonstrable after more than six months.



PUBLIKATION 20

Animals, Materials and Methods

To determine the ability of adult dogs to modify faecal calcium losses in response
to a low calcium diet, 12 dogs from two different breeds were fed a diet with a
calcium amount corresponding to the minimal requirements (NRC, 2006) for 28
weeks. Six intact female Beagles with a body weight of (mean + SD) 14.6 £ 1.5
kg and 6 intact female Foxhound Boxer Ingelheim Labrador crossbred dogs (FBI)
with a body weight of 25.7 + 0.9 kg were used in this feeding trial. The FBI-breed
was established as an experimental dog breed around 40 years ago from the three
above mentioned breeds, with a major Foxhound percentage. The standard
number for digestion trials of six dogs (in this case per breed) was used (Nott et
al. 1994). Protection against parasites, parvovirosis, distemper, canine infectious
hepatitis, kennel cough and leptospirosis was provided. All dogs were housed
individually in > 6 m® (Beagles) and > 8 m? (FBIs) indoor kennels with concrete
floors. During daytime they had access to large outdoor kennels for 4 to 8 hours
depending on weather conditions in groups of up to 7 dogs; and they were also
walked individually. During the digestion trials, the dogs were kept in their usual
indoor kennels. All institutional and national guidelines for the care and use of
animals were followed. The Government of Upper Bavaria, the proper authority
according to German law on animal welfare (Tierschutzgesetz) and the

WALTHAM ethics committee, approved the study.

The experiment consisted of three phases: 18 weeks pre-trial, 28 weeks trial and
14 weeks post-trial (Fig. 1). To ensure that the dogs were neither over- nor under-
nourished before the beginning of the study, which might have compromised their
reaction to low calcium intake, in the pre-trial period all dogs were fed a

commercial complete and balanced dry extruded diet in an amount to maintain
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ideal body weight (table 1). Calcium intake during this phase amounted to 200 +
40 mg/kg BW®™ (balanced diet, Table 1). The same balanced diet was also fed
throughout the 14 week post-trial feeding. During the 28 week low calcium
feeding period, the dogs were fed a customised dry extruded diet (Table 1) which
supplied almost the minimal requirements of calcium, mainly from calcium
carbonate (feed grade powder). A single batch was fed throughout the low
calcium feeding period and small amounts of calcium carbonate (feed grade
powder, mixed into the food) were added to meet the minimal requirements (60
mg Ca/kg BW®'™; NRC, 2006). Approximately two third of the total calcium
came from calcium carbonate, the rest from feed ingredients. Protein sources were
maize and wheat gluten (low calcium diet, Table 1). Dogs were fed the low
calcium diet in amounts of 19.7 g dry matter/kg BW® ' an amount which met the
recommended allowance for phosphorus intake of 100 mg/kg BW®™ (NRC,
2006). The resulting calcium to phosphorus ratio was 0.6/1. This amount of food
did not completely meet the energy requirements for maintenance of each dog so
to adapt for individual maintenance energy requirements dogs received added lard
to maintain body weight. Consequently the dietary fat content in the low calcium
diets fed to individual dogs varied between 33 % and 57 % dry matter. Table 2
shows the total energy and vitamin D, table 3 the calcium and phosphorus intake

of the dogs.

Four digestion assessment trials were completed during the 28 weeks of low
calcium feeding. The first trial was carried out in the 7" week on the low calcium
diet, the following trials every 7 weeks thereafter. This resulted in trials carried
out at week 7, 14, 21 and 28 of the low calcium feeding period. On each occasion,

feed intake was measured and the faeces of every dog were collected for 5 days
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quantitatively and were weighed, frozen, lyophilized and ground. The faeces for
each dog, on each balance trial, were pooled and homogenised and one sample
was analysed. Calcium levels in the faeces were determined by flame-emission
photometry  (Eppendorf ~ Flammenphotometer = EFOX 5053, HJG
Spezialmesssysteme, FalBberg/Miunden, Germany), phosphorus levels by
spectrophotometry (GENESY'S 10 UV, Thermo Spectronic, Rochester NY, USA),
both after wet digestion in a microwave (JanRen et al., 2006). Blood samples were
taken during each digestion trial in the low calcium diet feeding phase. In addition
blood was collected in the week before the start of the low calcium diet (i.e. after
at least 17 weeks on the pre-trial diet). After the low calcium feeding period,
blood was collected when the dogs were fed the post-trial balanced diet for 7 and
14 weeks. Blood samples were taken from every dog fasted for about 24 hours
between 8 and 10 a.m. from the cephalic vein and allowed to stand for 20 to 30
minutes before centrifugation at 3000 rpm for 10 minutes. For ionised calcium 0.7
ml of the serum was pipetted into transport tubes of the laboratory ALOMED
avoiding oxygen contact, and 0.5 ml into PTH transport tubes with a PTH
stabiliser composed of a mixture of several proprietary protease inhibitors
(ALOMED, Radolfzell, Germany). The remaining serum was aliquoted into
Eppendorf safe-lock tubes and frozen at -20°C for determination of vitamin D
content, and at -80°C for serum crosslaps and bone alkaline phosphatase (bALP).
The serum samples for determination of PTH, calcium, phosphorus and ionised
calcium were shipped to a diagnostic laboratory specialised in veterinary medicine
(ALOMED, Radolfzell/Bodensee, Germany). Calcium was analysed by
colorimetry via endpoint determination by the kresolphtalein method; phosphorus
was determined using the phosphor-molybdat method (ILab 650 analytic system,

IL GmbH, Kirchheim, Germany). The reference range for dogs of the laboratory



23 PUBLIKATION

is 2.3 to 2.8 mmol/l for total calcium and 1.0 to 1.7 mmol/l for phosphorus in
adult dogs, respectively. lonised calcium was measured using a calcium ion-
selective electrode (CRT 8 Nova biomedical, Rodermark, Germany), with
simultaneous assessment of serum pH as ionised calcium is strongly pH
dependent. Afterwards the measured ionised calcium value was adjusted to pH
7.4, and declared as standardised ionised calcium. The reference range of the
laboratory for ionised calcium in adult dogs is 1.29 to 1.55 mmol/Il. For the PTH
determination a direct Immunoluminometric sandwich immunoassay (ILMA) was
used, that uses two polyclonal antibodies against different epitopes of the intact
human PTH. The first antibody is focused against the N-terminale epitope and
acts through its marking with acridinium-esther as tracer. The second antibody is
focused against the C-terminale epitope and is solid bound. The reference range of
the laboratory for PTH in adult dogs is 8 to 45 pg/l. The serum samples for the
measurement of 1,25-dihydroxy vitamin D3 (1,25(0OH),-Vit D3) and 25-hydroxy
vitamin D3 (25(OH)-Vit D3) were sent to a validated laboratory (IDEXX
Ludwigsburg, Germany). 1,25(0OH),-Vit D3 was detected by a radioimmunoassay
(1,25(0OH),-Vit D-RIA-CT Testkit, DIAsource Immuno Assays S.A.; Code
KIP1929, IBL, Hamburg, Germany). The serum samples for the 25(OH)-Vit D3
measurement were processed via a solid phase extraction by a standardised
method of ChromSystems (Grafelfing, Germany) and measured with an ultra-high
performance liquid chromatography (RSLC3000 Dionex/Thermofisher, Dreieich,
Germany). The reference range for adult dogs of the laboratory for 25(0OH)-Vit
D3 is 73 to 461 nmol/l and for 1,25(0OH),-Vit D3 is 22.1 to 105 pg/ml. Serum
crosslaps, a marker of osteoclastic activity were measured with a human ELISA
(immunodiagnostic systems Serum CrossLaps® ELISA; Immunodiagnostic

Systems GmbH, Frankfurt/Main, Germany) validated for dogs. Reference ranges
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for dogs found in literature using ELISAs are 0.11 to 1.83 ng/ml in intact female
dogs (Beli¢ et al., 2012). bALP, a marker of osteoblastic activity was measured
with the human ELISA kit from MicroVue™ Quidel® BAP Enzym-Immunassay
(TECOmedical AG, Sissach, Switzerland) validated for dogs. The reference range
for this ELISA kit in adult dogs between 3 to 7 years is 6.7 = 3.6 U/l (Allen et al.,

2000).

Statistics: Data is expressed as mean + standard deviation. Each measure was
analysed by linear mixed effects models (LMM), including dog as a random effect
to account for repeated measures over time, time as fixed categorical effect and
variance weighting by time. Pairwise comparisons between all time points were
performed using Tukey HSD tests. A p-value below 0.05 was considered as
significant. LMM assumptions were found to be appropriate after visual
inspection of the residuals, for normality and constant variance. Analyses were
performed in R v3.3.2 statistical software, using libraries nlme, multcomp and
ggplot2. Data from the LMM are reported as means with 95% family-wise
confidence intervals and summary data are reported as means + standard deviation

(SD).
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Results

All dogs remained clinically healthy, as assessed by weekly health checks,
throughout the experiment. Faecal excretion of calcium was almost double that of
calcium intake throughout all digestion trials. There was a small but non-
significant decrease in faecal calcium excretion which led to a small but non-
significant increase in apparent calcium digestibility at week 14 (Table 3).
Apparent calcium digestibility was negative at all time points. By contrast, faecal
phosphorus excretion decreased after 14 weeks and remained in the same range
for the remainder of the experiment (Table 3). Apparent phosphorus digestibility
was positive throughout the experiment, and it increased from week 7 to week 14
of low calcium feeding.

On the low calcium diet total serum calcium content increased significantly
compared to the pre-trial period on a balanced diet (Table 4). It did not decrease
again in the post-trial period when the dogs were fed a balanced diet again. All
data on total serum calcium remained within the reference range. lonised serum
calcium content remained within the laboratory reference range. The percentage
of ionised calcium of total serum calcium decreased when total serum calcium
increased (r’=0.68; p<0.01). Total serum phosphorus was unaffected by diet
(Table 4). There was no systematic effect of breed on either parameter. PTH
decreased in week 14 of the low calcium feeding in some dogs even below the
reference range (20.3 = 6.8 to 8.9 + 3.3 pg/ml; Fig. 2) and increased again in the
post-trial period. There was no systematic effect of breed. There was no strong
correlation between PTH and either serum calcium, ionised serum calcium or
serum phosphorus (r? <0.1). The osteoclastic bone markers crosslaps in serum
increased throughout the low calcium feeding period (Fig. 2). In the post-trial

period on the balanced diet the crosslaps decreased. The osteoblastic bone marker
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alkaline phosphatase (bALP) was unaffected during the low calcium feeding
period (Fig. 2). After the dogs were fed a balanced diet again bALP increased
significantly, from 10.1 + 3.3 U/l to 15.6 + 5.4 U/l at week 28, even above the
reference range. 25(0OH)-Vit D3 decreased significantly after feeding the low
calcium diet (from 163.5 = 47.9 nmol/l to 119.1 + 21.8 nmol/l). When the
balanced diet was fed again after the low calcium period it decreased even further
(92.2 £ 17.2 nmol/l; Fig. 3). All data were within reference range throughout all
feeding periods. 1,25(0OH),-Vit D3 was not affected by the change from a
balanced diet to the low calcium diet (from 59 + 20.55 pg/ml to 65.18 + 17.2
pa/ml; Fig. 3). When the balanced diet was re-fed after the low calcium period
1,25(0H),-Vit D3 decreased but non-significantly (44.1 + 13.17 pg/ml). All data

remained within reference range.
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Discussion

The present study aimed to determine whether dogs would increase dietary
calcium absorption when fed their requirements of available calcium at the NRC
(2006) minimal requirement over a period of 28 weeks. The calcium source was
calcium carbonate. It has been shown by Dobenecker (2002) that calcium
carbonate is available in growing dogs. Apparent digestibility amounted to around
50 % even if the puppies were fed three times requirements. If dogs are able to
adapt calcium absorption in response to low dietary calcium concentrations, then
faecal excretion of dietary calcium in the present study should have been
considerably decreased, resulting in a total faecal calcium excretion close to the
calcium intake and an apparent calcium digestibility close to zero. Given an intake
of 60 mg/kg BW®" in the present study, and endogenous losses of 20 mg/kg BW
(GfE 1989) which corresponds to 23 to 55 mg Ca/kg BW® ' in the dog population
of this study the true digestibility would range between about 40 and 90 %.
Throughout the study, however, faecal calcium excretion amounted consistently
to more than 100 mg/kg BW®". This value is similar to the sum of endogenous
losses and dietary calcium a finding that suggests a continuously low true
digestibility of calcium during the 28 week period on the low calcium diet. Even
if only faecal calcium excretion is considered the calcium balance was clearly
negative, with faecal excretion exceeding intake by about 40-60 mg Ca/kg BW® ™.
It is unlikely that this is an artefact caused by experimental errors. If food is not
eaten completely and lost somewhere or if faeces are not completely collected,
then the balance would appear to be more positive than it really is. By contrast
there are no comparable pitfalls in the experimental work that would make the
balance appear more negative than it really is. The diet contained considerable

amounts of fat. This might be a problem for calcium digestibility in rats
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(GOEDEGEBUURE et al. 2014) but not in dogs (Hallebeek & Hazewinkel,

1997).

With daily calcium losses in the range of 40 to 60 mg/kg BW®"™ a serious
depletion of body calcium and associated adverse consequences could be
predicted, if the low calcium intake would go on for a longer period. This is in
agreement with clinical case reports where clinical symptoms occurred after years
(Becker et al., 2012; Diquélou et al., 2005). It was also the rationale behind

limiting the experiment to 28 weeks.

In the present study serum calcium and phosphorus levels were not affected by
low calcium intake. This is in agreement with experiments and case reports where
a decrease of serum calcium only occurs in advanced stages of calcium deficiency
in dogs (Diquélou et al., 2005; Jowsey, 1971; Saville & Krook, 1969). If intestinal
calcium absorption is not increased during periods of low calcium intake as the
current data suggest, mobilisation of calcium from the bones is the only option
open to the animals to maintain serum calcium levels. In the present study serum
cross-laps increased during low calcium feeding suggesting increased calcium
mobilisation from the skeleton. Since bALP an osteoblastic marker did not also
increase, an increase in bone turn-over is unlikely to be the reason for increased
crosslaps. The relatively high level of bALP might be due to the high activity
levels of the experimental dogs which is known to lead to increased levels of bone
formation markers (Menkes et al., 1993). It is worth mentioning that after
repletion of calcium the bALP levels did increase suggesting rebuilding of bone
calcium stores. It appears as if dogs rely rather on bone resorption than on

increased intestinal calcium absorption for calcium homeostasis. This is not a
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feature unique to this species. A similar pattern of calcium homeostasis has been
described for sheep (Wilkens et al., 2012) compared to goats which increase

intestinal absorption of calcium when challenged with a low calcium diet.

In animals on a low calcium diet serum PTH and 1,25-(OH),-Vit D3 would be
expected to increase. This did not happen in the present study. 25-(OH)-Vit D3
levels suggest vitamin D intake was adequate. There was no strong correlation
between any of the three parameters. A similar effect was observed by Wilkens et
al. (2012) in sheep compared to goats. When goats were challenged with a low
calcium diet 1,25-(OH),-Vit D3 increased but this did not occur in sheep. Dogs
with a combined deficiency of calcium and vitamin D had increased PTH levels
under laboratory conditions as well as in a clinical case (Cloutier et al., 1992; de
Fornel-Thibau et al., 2007). A rather simple explanation for the lack of a PTH
reaction might be the time of blood sampling, i.e. 24 hours after the last offering
of food. In another study by Dobenecker & Siedler (2016) with high phosphorus

diets there was a significant increase of PTH after feeding but not pre-prandial.

From an evolutionary point of view an increase of intestinal calcium absorption,
presumably by increasing active transport systems, is only economical in species
that are eating low calcium diets for prolonged periods. This is neither the case in
grazers like sheep nor in carnivores eating whole prey. By contrast, browsers and
intermediates like goats as well as omnivores and especially granivores need such
mechanisms for calcium homeostasis. It might be interesting to have a closer look

into species differences of calcium homeostasis in the future.
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Summary

According to a previous meta-analysis adult dogs do not notably increase calcium
absorption from the gastrointestinal tract when calcium intake is decreased. This
results in a negative calcium balance even with a moderate calcium reduction. In
the present study we wanted to verify i) whether a negative calcium balance
occurs at a calcium intake equivalent to NRC (2006) minimal requirements, and if
so ii) whether the negative calcium balance will persist for up to 6 months on a
low calcium diet. After a pre-feeding period of at least 18 weeks with calcium
intake slightly exceeding maintenance requirements (200 mg/kg body weight®’),
12 dogs (6 Beagles, 6 Foxhound crossbreds) were fed a low calcium diet for 28
weeks. One dog was removed from the trial for reasons unrelated to the study at

week 23. Calcium intake amounted to 60 mg/kg body weight®"

corresponding to
the minimal requirement for maintenance in dogs (NRC, 2006). Digestion trials
were carried out at week 7, 14, 21 and 28 of the low calcium feeding period. At
these time points, and at week 18 of the pre-trial, blood samples were taken and
analysed for calcium, ionised calcium, phosphorus, parathyroid hormone, vitamin
D, serum crosslaps and bone alkaline phosphatase. Apparent calcium digestibility
was negative throughout the study, suggesting a negative calcium balance. There
was no systematic decrease of faecal calcium excretion. Serum calcium, ionised
calcium and phosphorus remained within the reference range. Serum crosslaps
increased continuously from baseline to week 28 of trial, with averages increasing
from 0.102 ng/ml to 0.279 ng/ml, suggesting osteoclastic activity, indicative of
calcium mobilisation from the skeleton. The study supports the theory of a lack of
adaptation of intestinal calcium absorption from diets with relatively low calcium

content in dogs. This agrees with clinical findings in dogs eating low calcium

diets.
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Table 1: Composition and analysis of diets

Balanced diet for pre-/post-trial period”

Low calcium dietV

Ingredients Chemical a/kg Ingredients Chemical a/kg
analysis analysis

Maize, Dry matter 922 | Wheat Dry matter 918
wheat, g/kg DM | gluten, g/kg DM
chicken, Crude protein 197 | pork fat, Crude protein 221
tur'keyl T'ial’ Crude fat 159 chr:ckten fat, Crude fat 307
S?g:;?n, 4 Crude fibre 37 \é\grerzlagiluten, Crude fibre 17
hydrolysate, Crude ash 48 Corn, Crude ash 45
soy  bean dehusked
meal, Ca 6.3 | oats, Ca 2
maize P 6.2 | beet pulp, P 5
gluten meal, | Na 2.5 | fish oil, Na 3.2
pea bran " 7 6 | Vitamin/min "¢ 6.9
meal, eral premix,
flaxseed Mg 11 soya oil, Mg !
vegetable lysine,
oil, monopotass | Phytate 0.08
minerals, U | jum U
L-carnitin, | Analysed 803 | phosphate, | Analysed 746
Rice, vitamin D salt, vitamin D
Taurin, content sodium content?
L- zeolite,
tryptophan, trace
vitamins vitamins
and  trace and
elements, minerals,
cartilage methionine,
hydrolysate, potassium
shellfish chloride,
hydrolysate, choline,
beta- potassium
carotene sorbate,

calcium

carbonate,

magnesium

oxide,

vitamin C

1) ME calculated according to NRC (2006) 17.3 MJ/kg DM in pre-trial diet

and 20.9 MJ/kg DM in low calcium diet

2) Adequate intake, according to NRC (2006)
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Table 2: Daily intake of ME, protein, fat, and vitamin D per kg BW®"

Trial ME Protein Fat Vitamin D
week n MJ g g IU
Pre-trial 12| 0.5+0.1 5.7+1.1 4.6+0.9 24.4+4.9
Week 7 12| 0.5+0.1 4.4+0.3 9.9+2.1 14.5+0.9
Week 14 |12 | 0.6%0.1 4.5+0.2 11.7+2.8 14.9+0.5
Week 21 |12| 0.6%0.1 4.4+0.1 12.6%3.2 15.6+0.3
Week 28 |11| 0.5+0.1 4.2+0.1 10.3+2.8 14.3+0.3
Post-trial 7 | 11| 0.4+0.1 4.8+1.2 3.8+0.9 20.3+4.9
Post-trial 14 | 11| 0.4+0.1 4.8+1.2 3.8+£0.9 20.3+4.9
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Table 3: Intake, faecal excretion and apparent digestibility of calcium and
phosphorus

Intake Faecal excretion Apparent
Trial (mg/kg BW® ") (mg/kg BW® ") digestibility
n
week (%)
Ca P Ca P Ca P

Week 7 | 12 | 603" | 100£4% | 131+48% | 84+27° | -117+74° | 17+26°

Week 14 | 12 | 61+3% | 101+4® | 103+25% | 60+14° | -69+36° | 41+13°

Week 21 | 12 | 59+2° | 99+3° | 116+31% | 61+12° | -95+51% | 39+12°

Week 28 | 11 | 57+1° | 96+2° | 108+33% | 54+11° | -88+60° | 44+12°

Means not sharing a superscript letter are significantly different, p<0.0
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Table 4: Serum total calcium, ionized calcium and total phosphorus

. TotalCa | lonizedCa |  Total P
Trial week N mol/l
Pre-trial week 18 12 2.38+0.10? 1.43+0.03% 1.33+0.172
Week 7 12 2.60+0.04" 1.40+0.03° 1.46+0.19°
Week 14 12 | 2.53+0.08“ 1.40+0.03° 1.28+0.23%
Week 21 12 | 2.53+0.06* 1.41+0.02%° 1.33+0.20°
Week 28 11 2.50+0.09° 1.42+0.05% 1.34+0.24°
Post-trial week 7 11 | 2.51+0.08“ 1.41+0.05% 1.28+0.20°
Post-trial week 14 | 11 | 2.59+0.08™ 1.40+0.03% 1.51+0.37°

Means in one column not sharing a superscript letter are significantly different,

p<0.05
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bs bs bs
7 v N7
ost- post-
pretrial | | dt&bs  dt&bs  dt&bs  dt&hbs ‘irial trial
week 18 N7 v N7 N7 . 14
weeks
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trial trial trial trial

week 7 week 14 | week 21 ©  week 28

Figure 1: Experimental design
The arrow indicates the time point of a digestion trial (dt) and blood sampling (bs)
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significantly different
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DISKUSSION

1. Kiritik der Methodik

1.1 Versuchsplan

MACK et al. (2015) zeigten in ihrer Metaanalyse zur Calciumverdaulichkeit bei
adulten Hunden, dass diese ihre faecale Calciumausscheidung nicht adéquat an
unterschiedliche Calciumversorgungen anpassen konnen. Bei allen angefiihrten
Studien handelte es sich um Versuche mit einer Dauer von weniger als 4 Wochen.
Folglich bestand die Hypothese, dass eine mdgliche Adaptation an eine niedrige

Calciumversorgung langere Zeit benétigt.

In der vorliegenden Studie wurde als Versuchsdauer 28 Wochen gewéhlt, was in
etwa 3 — 5 % der durchschnittlichen Lebenserwartung eines Hundes entspricht. Es
ist unwahrscheinlich, dass eine ldngere Versuchsdauer eine Verbesserung der
Adaptation mit sich bringen wiirde. Menschen zeigen spétestens nach 9 Monaten
knapper Calciumversorgung ein Equilibrium zwischen Calciumaufnahme und
—ausscheidung (MALM, 1958). Diese Zeitspanne entspricht etwa 1 % der
durchschnittlichen Lebenserwartung eines Menschen. Die Zeitdauer von
28 Wochen war auch im Sinne des Tierschutzes gewahlt worden. Aus Kklinischen
Fallberichten ist bekannt, dass sich Calciummangelerscheinungen erst nach
friihestens einem Jahr klinisch manifestieren (DIQUELOU et al., 2005; BECKER
et al., 2012). In der vorliegenden Studie sollte jedoch kein klinisch erkennbarer
Calciummangel provoziert werden, daher wurde die Versuchsdauer kurzer
gewadhlt. Es besteht zwar die Mdglichkeit, dass die faecale Calciumausscheidung
an eine niedrige Calciumaufnahnme kurz vor Manifestation Kklinischer
Mangelsymptome adaptiert werden kann, jedoch ist davon auszugehen, dass diese
spate Adaptation keine klinische Relevanz mehr hatte, da die Entkalkung der

Knochen bereits weit fortgeschritten sein dirfte.

Ziel der Studie war, generell zu erkunden, ob Hunde uber Mdoglichkeiten
verfligen, ihre faecale Calciumexkretion an eine niedrige Calciumversorgung
anzupassen. Hierflr ist eine quantitative Kotsammlung uber die in vergangenen
Studien bewéhrten funf Tage (NOTT et al., 1997) und die Bestimmung der

scheinbaren Verdaulichkeit ausreichend. Eine Verwendung von fistulierten Tieren
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zur Bestimmung der exakten Abschnitte der Calciumabsorption ist nicht
notwendig, um die grundsatzliche Machbarkeit einer Anpassung der
Calciumausscheidung zu beweisen bzw. zu widerlegen. Da Hunde Calcium
hauptséchlich tiber die Fazes ausscheiden (FROMM & GABEL, 2013), war auch
eine Haltung in Bilanzkafigen, welche erforderlich gewesen wére, um Urin zu

sammeln, nicht notwendig fur das Erreichen des Versuchsziels.

1.2 Auswahl der Tiere

Fur den Versuch standen 6 intakte Beaglehindinnen und 6 intakte Foxhound-
Boxer-Ingelheimlabrador (FBI) Hundinnen zur Verfugung. Eine FBI Hindin
wurde aus der Studie genommen aus Griinden, die nicht mit der Studie in
Zusammenhang stehen. Die Beaglehindinnen wurden als Vertreter fir kleine
Hunderassen gewahlt, die FBI Hundinnen als Vertreter fur grofle Hunderassen. In
Aufzuchtversuchen an  Beagles und FBIs zu  unterschiedlichen
Nahrstoffversorgungen hat sich gezeigt, dass diese beiden Rassen wahrend des
Wachstums unterschiedlich auf inaddquate Calciumversorgung reagieren
(DOBENECKER, 2002). Sollte es einen deutlichen Rasseunterschied in der
Anpassungsfahigkeit der Calciumverdaulichkeit bei adulten Hunden geben, wére
zu erwarten, dass er bei den verwendeten Rassen sichtbar ware. Fir einen
ausfiihrlichen Rassevergleich war die Tierzahl mit insgesamt 11 Tieren eventuell
zu gering, aber dieser war nicht primares Ziel der Studie. Es sollte lediglich ein

eklatanter Rasseunterschied ausgeschlossen werden.

Eine geschlechtsspezifische Beeinflussung der Calciumverdaulichkeit beim Hund
ist nicht bekannt. Der Knochenstoffwechsel hingegen und damit auch die
Calciumhomd@ostase wird bei mehreren Spezies durch Geschlechtshormone
beeinflusst (TURNER et al., 1994, GIRO et al., 2008, WRONSKI et al., 1988;
SCHOT & SCHUURS, 1990). Um den Einflussfaktor der fehlenden Hormone bei
kastrierten Tieren auszuschlieBen wurden intakte Tiere verwendet. Da sich die
Gruppenhaltung von intakten Riden wesentlich schwieriger gestaltet und hdufig
mit Blessuren der Tiere einhergeht, war schon aus Tierschutzgriinden die
ausschliel3liche Verwendung von Hiindinnen zu bevorzugen. Ein Unterschied im
Knochenstoffwechsel zwischen intakten mannlichen und weiblichen Tieren ist

nicht bekannt.
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1.3 Futter

Beim Versuchsfutter handelte es sich um ein Trockenfutter, hergestellt aus
Gefllgelfett, Schweinefett, Fischol, Sojadl, Weizen, Mais, Hafer, Reisbruch und
Mineralstoffen. Als Calciumquelle diente Calciumcarbonat. Der Minimalbedarf
von 60 mg Ca / kg BW®"™ (NRC, 2006) geht von verfiigharem Calcium aus.
Calciumcarbonat gilt als verfugbare Calciumquelle bei Hunden (DOBENECKER,
2002).

1.3.1 Fettgehalt des Futters

Der Rohfettgehalt des Futters lag bei 30,7 % der Trockensubstanz. Zusatzlich
wurde den Hunden, die groliere Energiemengen bendtigten um ihren individuellen
Energiebedarf ~ zu  decken,  Schweineschmalz  geflttert. ~ Schlechtere
Calciumverdaulichkeiten bei hohem Fettgehalt in der Ration kommen bei Ratten
(FROMMELT et al., 2014), nicht jedoch beim Hund vor (HALLEBEEK &
HAZEWINKEL, 1997). An der Calciumexkretion konnten keine Veranderungen
abhangig vom Fettgehalt der Gesamtration einzelner Tiere festgestellt werden
(Abb. 5).
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Abb 5: Fettgehalt in der Trockensubstanz des Futters (%) und faecale
Calciumausscheidung (mg / kg KGW® '/ Tag)

1.3.2 Vitamin D Gehalt im Futter
Bei dem fir das Futter verwendeten Vitamin D handelte es sich um Vitamin D3.
Fur die Dosierung der zugesetzten Menge wurden die FEDIAF Richtlinien (2012)

hinzugezogen, welche im Gegensatz zu den NRC (2006) keine Sicherheitsspanne
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von 20 % aufschlagen. Allerdings wurde fir die NRC und die FEDIAF
Richtlinien der Vitamin D Bedarf von Welpen zu adulten Hunden extrapoliert. Es
ist daher davon auszugehen, dass der Bedarf adulter Hunde eher tberschétzt wird.
Des Weiteren blieben in der vorliegenden Studie die 25-hydroxy Vitamin D
Werte im Blut stets innerhalb des Referenzbereichs (Fig. 3 Publikation). Hinzu
kommt, dass in der Repletionsphase, in der hthere Mengen Vitamin D geflttert
wurden, die 25-hydroxy Vitamin D Konzentration im Blut nicht wieder anstieg.
25-hydroxy Vitamin D ist als verlasslicher Marker flr die addquat aufgenommene
Vitamin D Menge anzusehen, da jegliches aufgenommenes Vitamin D in der
Leber zu 25-hydroxy Vitamin D hydroxyliert wird (DE BRITO GALVAO, 2013).
Die Konzentration des wirksamsten Metaboliten 1,25-dihydroxy Vitamin D
verhielt sich ebenso und sank uber den Versuchszeitraum, auch in der
Repletionsphase bei hoherer Vitamin D Versorgung ab (Fig. 3 Publikation). Die
Ursache dieser Beobachtung konnte nicht geklart werden, moglicherweise handelt

es sich um einen saisonalen Effekt.

Der Osteoklastenmarker Serum Crosslaps zeigte deutlich, dass es zu einer
Freisetzung von Calcium aus dem Knochen kam, da er uber den gesamten
Versuchszeitraum kontinuierlich anstieg und in der Repletionsphase wieder abfiel
(Fig. 2 Publikation). Dieser Effekt hatte kaum bei einer Unterversorgung mit
Vitamin D auftreten kdnnen. Ebenfalls ware es sehr ungewohnlich gewesen, dass
der Serum-Calciumspiegel wahrend des gesamten Versuchszeitraums innerhalb
des Referenzbereichs geblieben wére. In vergangenen Studien hat sich gezeigt,
dass es bei einer niedrigen Calciumaufnahme, kombiniert mit einer niedrigen
Vitamin D Aufnahme zu einem starken PTH Anstieg kam (CLOUTIER et al.,
1992), welcher in der vorliegenden Studie nicht beobachtet werden konnte
(Fig. 2 Publikation). In einem Kklinischen Fall mit kombinierter Calcium und
Vitamin D Unterversorgung trat eine hohe PTH, niedrige 25-hydroxy Vitamin D
und normale 1,25-dihydroxy Konzentration im Blut auf (DE-FORNEL THIBAU,
2007). Genannte Studie (CLOUTIER et al., 1992) und Fallbericht (DE-FORNEL
THIBAU et al., 2007) zeigen folglich andere Ergebnisse, als die eigene Studie. Es
kann daher davon ausgegangen werden, dass bei den Hunden in der eigenen
Studie keine Vitamin D Unterversorgung vorlag, die die fehlende Reaktion des

PTHs auf die niedrige Calciumaufnahme erklaren wiirde.
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1.4 Blutabnahmen

Die Blutabnahmen fanden zeitgleich mit den Verdauungsversuchen statt. Durch
die Blutentnahmen wurde der Gehalt an Calcium, ionisiertem Calcium, Phosphor,
25-hydroxy Vitamin D, 1,25-dihydroxy Vitamin D, PTH, Serum Crosslaps als
Marker fir die Osteoklastenaktivitdt und bALP als Marker fiir die
Osteoblastenaktivitat im Serum bestimmt. Diese Blutwerte stellen die wichtigsten
Marker des Knochenstoffwechsels dar. Beim Hund werden neben intaktem PTH
auch PTH-Fragmente von der Nebenschilddruse ins Blut freigesetzt. Beide Arten
von PTH sind wirksam, ihr Verhaltnis unterscheidet sich allerdings bei Hyper-
und Hypocalcdmie (ESTEPA et al., 2003). Der in der vorliegenden Studie
verwendete Test zur Bestimmung des PTHSs erfasste sowohl intaktes PTH als auch
dessen Fragmente. Ein Verhéltnis wurde nicht bestimmt. In der vorliegenden
Studie konnte weder eine Hypo-, noch eine Hypercalcamie aufgezeigt werden. Es
bleibt allerdings fraglich, ob das Verhaltnis der Fragmente zusétzliche

Information gebracht hétte.

PTH wirkt schnell bei einem Abfall des Blutcalciumspiegels. Aufgrund seiner
kurzen Halbwertszeit l&sst es sich allerdings nicht lange im Blut nachweisen.
Demzufolge kann es sein, dass durch eine einmalige Messung alle sechs Wochen,
ein tatsachlicher Anstieg oder Abfall des PTHs gar nicht erfasst werden konnte.
Mehrere Messungen wéhrend der 28 Wochen der niedrigen Calciumversorgung
waren daher sinnvoll gewesen, waren jedoch aus Tierschutzgriinden nicht
moglich. Hinzu kommt, dass sich in einer Studie Uber den Phosphatstoffwechsel
bei Hunden inzwischen zeigte, dass ein fltterungsbedingter Anstieg des PTHs nur
postprandial nachgewiesen werden konnte (DOBENECKER & SIEDLER, 2016).
Madglicherweise hétte ein Anstieg des PTHs bei einer postprandialen Bestimmung

des PTHs dargestellt werden kénnen.

Diurnale Unterschiede sind zumindest bei den Knochenaufbau und
-abbaumarkern nachgewiesen (ALLEN, 2003). Um diesen Effekt so gering wie
moglich zu halten, wurden alle Blutentnahmen zwischen 8 Uhr und 10 Uhr
durchgefuhrt. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass nicht nur hdufigere
Blutuntersuchungen waéhrend der Versuchsphase, sondern auch mehrere
Blutuntersuchungen innerhalb eines Versuchsdurchgangs aussagekraftigere
Ergebnisse geliefert hatten. Insbesondere pra- und postprandiale Schwankungen

hatten genauere Ergebnisse liefern kénnen. Hierzu wére es jedoch notwendig
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gewesen, den Tieren mehrfach an einem Tag Blut abzunehmen, was aus
Tierschutzgriinden abzulehnen war, da es fur die grundlegende Beweisfiihrung
des zu untersuchenden Prinzips der Calciumverdaulichkeit nicht essentiell

notwendig gewesen ist.
2. Diskussion der Ergebnisse

2.1. Scheinbare Calciumverdaulichkeit und faecale Calciumausscheidung

Nachdem die Ergebnisse zur Calciumverdaulichkeit bei adulten Hunden und
Katzen in der Metaanalyse von MACK et al. (2015) gezeigt haben, dass Hunde im
Erhaltungsstoffwechsel zumindest tber einen kurzen Zeitraum von bis zu vier
Wochen keine erhebliche Adaptation der Calciumverdaulichkeit auf verschiedene
Calciumversorgungen zeigten, wurde in der vorliegenden Studie untersucht, ob

eine Adaptation bei einer langeren Depletionsphase stattfindet.

In der vorliegenden Studie wurden Hunde tber einen Zeitraum von 28 Wochen
mit einem Futter gefiittert, das einen Calciumgehalt von 60 mg / kg KGW®™
enthalt, welches dem Minimalbedarf* an Calcium der NRC (2006) entspricht. Im
gesamten Zeitraum war die faecale Ausscheidung des Calciums beinahe doppelt
so hoch wie die Calciumaufnahme. Daraus resultierte Uber den gesamten
Zeitraum der Studie eine negative scheinbare Verdaulichkeit (Table 3
Publikation). Die Hypothese, Hunde kdnnten nach einem léangeren Zeitraum die
faecale Calciumausscheidung an die niedrige Calciumaufnahme anpassen, konnte
daher widerlegt werden. Die Beziehung von aufgenommenem zu faecal

ausgeschiedenem Calcium ist dieselbe wie bei kiirzeren Versuchen (Abb. 6).

! Der Minimalbedarf ist definiert als die kleinste notwendige Zufuhr an bioverfiigharem Nahrstoff,
um einen bestimmten physiologischen Lebensumstand zu erhalten. Die Zufuhr des
Minimalbedarfs reicht nur dann zur Erhaltung des Nahrstoffequilibriums, wenn die scheinbare
Verdaulichkeit maximal ist.
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Abb 6: Die Beziehung zwischen der Calciumaufnahme und der faecalen
Calciumausscheidung beim adulten Hund (o Daten nach MACK et al., 2015;
eigene Daten)

2.2. Erhalt der Calciumhomg@ostase tiber den Knochenumbau
Da die scheinbare Calciumverdaulichkeit wéahrend der gesamten Studie negativ
war, ist davon auszugehen, dass die Hunde nicht genligend Calcium aus dem

Darm absorbieren konnten, um ihre Calciumhomdostase aufrecht zu erhalten.

Da Calcium viele Funktionen im Korper Ubernimmt, als Signalantwort in der
Zellkommunikation, als Faktor in der Blutgerinnung, als wichtige Komponente in
der Erregbarkeit von Muskelzellen, insbesondere dem Herzen, ist eine

Aufrechterhaltung der Calciumhomd@ostase unabdingbar.

Im Gegensatz zu der faecalen Calciumausscheidung wurde der
Knochenmetabolismus stark von der niedrigen Calciumaufnahme beeinflusst. In
der Zeit der niedrigen Calciumversorgung stieg der Knochenabbaumarker Serum
Crosslaps signifikant an (Fig. 2 Publikation). Dies ist ein Zeichen fir eine erhdhte
Osteoklastenaktivitat, die wiederum als Hinweis gewertet werden kann, dass die
Calciumhomo@ostase wéhrend der Phase der niedrigen Calciumversorgung
vorrangig Uber Bereitstellung von Calcium aus den Knochen aufrechterhalten

wurde.

In der Repletionsphase zeigte sich ein Anstieg des Knochenaufbaumarkers
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knochenspezifische alkalische Phosphatase (bone alcalic phosphatase, bALP)
uber den Referenzbereich, wahrend die Serum Crosslaps in ihrer Konzentration
wieder sanken (Fig. 2 Publikation).

Beide Beobachtungen sprechen daftr, dass die Hunde zum Erhalt des
Serumcalciumspiegels Calcium aus dem Knochen losten und diese Speicher im
Moment der adaquaten Calciumversorgung wieder auffillten. Etwas Ahnliches
fanden auch SAVILLE & KROOK (1969) bei Beagles heraus, die nur minimal
mit Calcium versorgt worden waren. Hier zeigte sich in der postmortalen
Knochenuntersuchung eine verringerte Calciummenge im Vergleich zu den
adaquat mit Calcium gefutterten Kontrolltieren. Auch andere Autoren konnten
einen auffallend hohen Knochenturnover beim Hund bei hoherem Calciumbedarf
beobachten (MILLER et al., 1989).

Ahnliche Beobachtungen konnten auch bei anderen Tierarten gemacht werden.
WILKENS et al. (2012) zeigten, dass Schafe bei niedriger Calciumversorgung
ebenfalls einen erhohten Knochenturnover haben, um ihre Calciumhomdostase
aufrecht zu erhalten, wahrend Ziegen unter denselben Bedingungen keine
Steigerung der  Knochenresorption fur eine  Aufrechterhaltung  der

Calciumhomd@ostase zeigten.

Die Freisetzung von Parathormon (PTH) aus der Nebenschilddrise steigt an,
wenn der Blutspiegel von ionisiertem Calcium abféllt (SAVILLE und KROOK,
1969). PTH wirkt am Knochen, indem es die Freisetzung von Calcium steigert.
Demzufolge ware bei einer niedrigen Calciumversorgung und dem beobachteten
erhdhten Knochenturnover eine Steigerung der Konzentration des PTHs zu
erwarten gewesen. Entgegen dieser Erwartung zeigte sich in der Phase der
niedrigen Calciumversorgung ein Abfall des PTHs (Fig. 2 Publikation). Diese
Beobachtung l&sst sich wahrscheinlich dadurch erklaren, dass das PTH zum
Zeitpunkt der préaprandialen Blutentnahmen nicht mehr hoch war. SIEDLER
(2018) zeigte, dass bei hoher Phosphorversorgung postprandial ein Anstieg des
PTHs vorlag. Vor der n&chsten Messung ging auch die praprandial gemessene
PTH Konzentration im Serum bei hoher Phosphorversorgung im Vergleich zur
Kontrolle zuriick. Ware in dieser Studie nur die praprandiale PTH Konzentration
im Serum gemessen worden, so wére ebenfalls der Eindruck eines Rucklaufs der

PTH Konzentration bei hoher Phosphorversorgung entstanden.
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2.4 Evolutionsbiologische Hypothese zu den Ergebnissen

Die Ergebnisse konnen dahingehend interpretiert werden, dass Hunde auch uber
einen langeren Zeitraum eine marginale Calciumversorgung nicht Uber eine
Verringerung der faecalen Calciumausscheidung ausgleichen konnen. Um die
Calciumhomd@ostase aufrecht zu erhalten, verwenden sie Calcium aus den

Knochen durch einen gesteigerten Knochenumbau.

Auch bei anderen Tierarten lasst sich &hnliches beobachten. WILKENS et al.
(2012) verglichen die Calciumverdaulichkeit von Schafen und Ziegen. Im
Gegensatz zu Schafen kdnnen sich Ziegen an eine niedrigere Calciumversorgung
durch Verringerung der faecalen Calciumausscheidung anpassen. Schafe als
Grasfresser haben in ihrer natlrlichen Ernahrung nie einen Mangel an Calcium,
wahrend Ziegen als Intermediartyp eher mit einer Mangelsituation konfrontiert

werden kdnnen.

Sogar innerhalb einer Spezies kann eine unterschiedlich effektive Adaptation an
verschiedene Calciumgehalte in der Nahrung gefunden werden. Menschen, die in
tropischen oder subtropischen Gebieten leben, erndhren sich hauptséchlich von
sehr calciumarmen Lebensmittel wie z.B. Reis. Diese Menschen kdnnen sich
wesentlich besser an niedrige Calciumgehalte in der Nahrung anpassen als jene,
deren Ernahrung auch calciumreiche Lebensmittel wie z.B. Milch enthalt
(POTGIETER, 1940; KNUDSON, 1955; WALKER, 1951).

Betrachtet man den Hund als Beutetierfresser in seiner evolutionéren
Entwicklung, ist die Hypothese einer Anpassung der Calciumhomdostase Uber
den Knochenturnover tiberaus plausibel. Wenn der Hund ausreichend Beute fand,
stand ihm auch mehr als genug Calcium in Form von Knochen zur Verfugung. In
diesem  Fall  bedurfte es  keiner  aktiven  energieverbrauchenden
Transportmechanismen, um eine ausreichende Calciumabsorption aus dem Darm
zu gewdhrleisten. Fand der Hund keine Beute, stand ihm auch kein Calcium zur
Verfugung. In diesem Fall war die einzige Mdglichkeit die Calciumhomd@ostase
aufrecht zu erhalten, in der Erhoéhung des Knochenturnovers. Wéhrend der
Domestikation &nderte sich die Situation fir den Hund nicht. Als Begleiter und
Jagdgefahrte des Menschen wurde er groRtenteils mit Essensresten ernédhrt, wozu

auch immer ein grol3er Teil Knochen gezahlt haben diirfte.

Andere Fleischfresser, wie Katzen oder Nerze, zeigen ebenfalls eine lineare
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Beziehung zwischen aufgenommenem und ausgeschiedenem Calcium (MACK et
al., 2015; BOSWALD et al., 2017).

Energieverbrauchende Prozesse, wozu auch der aktive Calciumtransport aus dem
Darm zahlt, kdnnen sich in der Evolution nur durchsetzen, wenn ein Mangel an

einem Nahrstoff in der naturlichen Erndhrung zu erwarten st
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ZUSAMMENFASSUNG

MACK et al. (2015) konnten in einer Metaanalyse zur Calciumverdaulichkeit bei
adulten Hunden zeigen, dass der Hund im Erhaltungsstoffwechsel seine faecale
Calciumausscheidung nicht an unterschiedliche Calciumversorgungen anpassen
kann. Bei allen erfassten Studien handelte es sich um Kurzzeitstudien von

maximal vier Wochen Versuchsdauer.

In der vorliegenden Arbeit sollte daher untersucht werden, ob die scheinbare
Calciumverdaulichkeit bei Ftterung niedriger Calciummengen langerfristig
negativ ist. Hierfur wurde der Minimalbedarf an Calcium (NRC, 2006)
ausgewahlt, da dieser nur dann eine ausgeglichene Calciumbilanz gewahrleistet,
wenn die Calciumabsorption nahezu vollstandig ist. Nur dann kann die scheinbare
Calciumverdaulichkeit ~ positiv ~ sein  (Calciumaufnahme  —  faecale

Calciumausscheidung > 0).

Fur die Studie standen 12 intakte weibliche Hunde zweier verschiedener Rassen
(6 Beagle und 6 Foxhound Boxer Labrador Mischlinge) im
Erhaltungsstoffwechsel zur Verfugung. Einer der Hunde konnte nicht bis zum
Ende an der Studie teilnehmen, aus Grinden, die nicht mit der Studie im

Zusammenhang stehen.

Die Studie gliederte sich in drei Phasen: in der Vorversuchsphase (18 Wochen)
erhielten die Hunde ein Futter, dessen Calciumgehalt die empfohlene tégliche
Aufnahme von 130 mg / kg KGW®™. (NRC, 2006) etwas Uberstieg
(200 mg / kg KGW®™). Im Anschluss fand die Hauptversuchsphase (28 Wochen)
statt, in der die Hunde mit Calcium am Minimalbedarf (60 mg / kg KGW®", NRC
2006) gefittert wurden. Bei der dritten Phase handelte es sich um eine
Repletionsphase

(14 Wochen), in der die Hunde dasselbe Futter wie in der Vorversuchsphase

erhalten haben.

In den 28 Wochen Versuchsphase wurde alle sieben Wochen eine 5-t&gige Bilanz
mit quantitativer Kotsammlung durchgefiihrt. Zu denselben Zeitpunkten wurde
Blut genommen und der Gehalt von Calcium, ionisiertem Calcium, Phosphor,
Parathormon (PTH), 25-hydroxy Vitamin D, 1,25-dihydroxy Vitamin D,

knochenspezifische alkalische Phosphatase (bone alkaline phosphatase, bALP)
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und Serum Crosslaps bestimmt. Blutuntersuchungen wurden ebenfalls am Ende
der Vorversuchsphase, nach 7 Wochen und am Ende der Repletionsphase

durchgefihrt.
Ergebnisse:

Die scheinbare Calciumverdaulichkeit war waéhrend des gesamten
Versuchszeitraums negativ. Des Weiteren konnte keine Verringerung der faecalen
Calciumausscheidung beobachtet werden. In allen drei Versuchsphasen lagen die
Serumwerte fur Calcium, ionisiertes Calcium und Phosphor innerhalb des
Referenzbereichs. Der Knochenabbaumarker Serum Crosslaps stieg vom Ende der
Vorversuchsphase Uber den gesamten Zeitraum des Hauptversuchs an, um bis
zum Ende der Repletionsphase wieder abzufallen. Dies spricht fiir eine verstarkte
Osteoklastenaktivitit und damit vermehrte Calciumfreisetzung aus dem Knochen.
Bei dem Knochenaufbaumarker bALP verhielt es sich genau anders herum.
Wahrend der niedrigen Calciumversorgung in Hauptversuchsphase lag der Wert
stets im Referenzbereich und stieg in der Repletionsphase stark an, sogar tiber den

Referenzwert.

Die Ergebnisse sprechen dafir, dass Hunde ihre intestinale Calcium Absorption
nur ungenligend an eine niedrige Calciumversorgung anpassen konnen. Des
Weiteren scheinen Hunde ihre Calciumhomdostase vorrangig Uber einen

gesteigerten Knochenturnover zu regulieren.
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SUMMARY

Mack et al. (2015) demonstrated in a meta-analysis about calcium digestibility in
adult dogs that dogs at maintenance do not adapt their faecal calcium excretion
efficiently to different amounts of calcium in their diet. All included studies were

short term studies with a maximum of four weeks duration.

The aim of the present study was to investigate, if a negative apparent calcium
digestibility also occurs when low calcium is fed long-term. For this purpose the
minimum calcium requirement (NRC, 2006) was chosen as this only ensures a
positive calcium balance when calcium absorption is nearly complete. Only in this
case the apparent calcium digestibility can be positive (calcium intake — faecal

calcium excretion > 0).

12 intact female dogs of two different breeds (6 Beagles and 6 Foxhound Boxer
Labrador crossbreds) were included in the study. One dog was removed from the

study due to reasons unrelated to the study.

The study was composed of three phases: during a pre-trial (18 weeks) the dogs
received a food with calcium amounts slightly exceeding the daily recommended
requirements of 130 mg / kg BW®'® (NRC, 2006) (200 mg / kg BW®™). The pre-
trial was followed by the main-trial (28 weeks) when the dogs were fed calcium at
the minimal requirements (60 mg / kg BW®'>, NRC, 2006). The third phase (post-
trial, 14 weeks) was a repletion phase. The dogs received the same food as during

the pre-trial.

During the 28 weeks of the main-trial every seventh week a five day lasting
balancing trial with quantitative faecal collection was conducted. At the same time
blood samples were taken and were analysed for calcium, ionised calcium,
phosphorus, parathyroid hormone (PTH), 25-hydroxy vitamin D, 1,25-dihydroxy
vitamin D, bone alkaline phosphatase (bALP) and serum crosslaps. Additional
blood samples were taken and analysed at the end of the pre-trial, at week 7 and
14 of the post-trial.

Results:

The apparent calcium digestibility was negative throughout the study.

Furthermore, there was no decrease of the faecal calcium excretion. In all three



56 SUMMARY

trial phases serum concentrations for calcium, ionised calcium and phosphorus
remained within the reference range. The osteoclastic marker serum crosslaps
increased from the end of the pre-trial until the end of the main-trial and decreased
in the post-trial again, suggesting an increased osteoclastic activity to release
calcium from the bones. Whereas the osteoblastic marker bALP was within the
reference range during the main-trial and increased during the post-trial even
above the reference range.

The results indicate that dogs do not adapt their intestinal calcium absorption
efficiently to a low calcium intake. Instead, they seem to regulate their calcium

homoeostasis paramount with an increased bone turnover.
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