Einfluss der Futterung verschiedener Phosphatquellen im Exzess

auf ausgewahlte Serumparameter beim gesunden, adulten Hund

von

Sarah Katharina Herbst



Inaugural-Dissertation zur Erlangung der Doktorwiirde
der Tierarztlichen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat

Miinchen

Einfluss der Fltterung verschiedener Phosphatquellen im Exzess

auf ausgewahlte Serumparameter beim gesunden, adulten Hund

von
Sarah Katharina Herbst
aus Weilheim i.0OB

Miinchen 2021






Aus dem Veterindrwissenschaftlichen Department
der Tierérztlichen Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat

Miunchen

Lehrstuhl fir Tiererndhrung und Diatetik

Arbeit angefertigt unter der Leitung von

Univ.- Prof. Dr. Ellen Kienzle

Mitbetreuung durch
Dr. Britta Dobenecker






Gedruckt mit Genehmigung der Tierarztlichen Fakultat
der Ludwig-Maximilians-Universitat

Miunchen

Dekan: Univ.-Prof. Dr. Reinhard K. Straubinger, Ph.D.
Berichterstatter:  Univ.-Prof. Dr. Ellen Kienzle

Korreferent/en: Priv.-Doz. Dr. Petra Kélle

Tag der Promotion: 6. Februar 2021






Meiner Familie






Inhalte der vorliegenden Arbeit wurden auf folgenden Kongressen vorgestellt:

- Herbst, S.; Dobenecker, B. (2018): Effects of phosphorus addition from
organic and inorganic sources on kinetics of selected blood parameters in
dogs. Vortrag auf dem 22. Kongress der ESVCN, Miinchen, Deutschland.
Verleihung des Waltham Student‘s Awards fiir die beste Priasentation eines
Nachwuchswissenschaftlers 2018 auf dem ESVCN Kongress 2018 in
Mdinchen flr obigen Vortrag.

- Herbst, S.; Dobenecker, B. (2019): Effects of phosphorus addition from
organic and inorganic sources on kinetics of selected blood parameters in
dogs. Vortrag auf dem 19. Symposium der AAVN, Phoenix, USA.

- Herbst, S.; Dobenecker, B. (2019): Apparent digestibility of different
phosphate sources in adult dogs. Vortrag auf dem 23. Kongress der ESVCN,

Turin, Italien.

- Herbst, S.; Dobenecker, B. (2019): Increasing the Ca/P ratio does not reduce
the apparent digestibility of phosphorus and changes of serum parameters
in dogs after supplementing inorganic phosphate. Poster auf dem 23.
Kongress der ESVCN, Turin, Italien.

- Herbst, S.; Dobenecker, B. (2020): Apparent digestion of total and highly
soluble phosphate in adult dogs fed different phosphate sources. Vortrag auf
dem 24. Kongress der ESVCN, virtuell.






INHALTSVERZEICHNIS

Inhaltsverzeichnis
1. UBERSICHTEN ..ottt sttt snananaennas 5
1.1, ADKUIrZUNgSVEIZEICHNIS. ....ccueceveiiciecieceeeee e 5
1.2, ADDbIlduNgSVErZEICHNIS. .....ccueeeveiectecceceeeee e e 8
1.3, TabellenVerzeiChnis ..o 10
2. EINLEITUNG . ...ttt ettt st st ettt et et st st et 13
3. SCHRIFTTUM L.ttt ettt sttt st s b e st st 15
3.1.  Phosphatbedarf und -VEIWEITUNG ......cc.eoeeviiiiieeerieceeec e 15
3.2.  Phosphatquellen in Futter- und Lebensmitteln .........cccoooveeverveeeriniernreniene 19
3.2.1.  Organische QUEIIEN......c..cviiiirieieeeee s 19
3.2.2.  ANnorganische QUEIIEN........ccveviiieiee e 19
3.3.  Hormonelle Regulation und Pathophysiologie des Phosphatstoffwechsels...... 21
3.3.1. Parameter der PhosphathomOoStase..........ccceeeeeevieeecieieece e 21
3.3.1.1. ParathormMON .......ceeieieieee e 21
3.3.1.2. Fibroblast-Growth-Factor 23 ..o 23
3.3.1.3. VITAMIN Do 24
3.3.14. Parameter des Knochenstoffwechsels..........ccoevvevcircincinccnnne, 25
3.3.2. Effekte einer gestorten Phosphathomdostase auf den Korper................... 26
3.3.2.1. Kardiovaskulares SYSIEM ........cccevieeerereeiereeeerie e 26
3.3.2.2. INTEIEIN ..ottt 30
3.3.2.3. KINOCNEN .. 32
4, MATERIAL UND METHODEN.......c.eoiitiitirtenieciecieesie et saee e 34
O Y -1 £ Tod 1S o] - o RSP TRSRS 34
4.2, VEISUCHSTULLEN ...t 36
4.2.1. FULEEIZULETIUNG .. 36
4.2.2.  Zusammensetzung und Nahrstoffgehalte des Basisfutters.............ccco....... 36
4.2.3.  Zusammensetzung der Mineral-Vitamin-Supplemente ...........cccccocveuennee. 39

4.2.4.  Zusammensetzung und Nahrstoffgehalte des Kontrollfutters und der



INHALTSVERZEICHNIS

verschiedenen VersuChSTULEN ..........ccoeiveiriincineeee e 40
4.3, VEISUCKSHIEIE. ...ttt 41
4.4, VersUChSIECHNIK ....c..cviiiiiirieecee e 42

4.4.1. Probenaufbereitung und angewandte Untersuchungsmethoden ............... 44

4.4.1.1. FULEEE .ot 44
4.4.1.2. KOT. et s 46
4.4.13. UTIN ettt st 46
4414, 2 L TR 47

442, Bestimmung von Mengenelementen in Kot, Urin, Serum und Futter ...... 50
4.43.  StatistisSche MethOUEN ...........ccovieiriiniirieieee e 50

5. ERGEBNISSE ...ttt sttt et et st e saees 52
5.1.  Gesundheitszustand und Allgemeinbefinden der Versuchstiere....................... 52

5.1.1.  VOr VersuChSheginN........ccooeeiiiieeiceeceseeeee ettt 52

5.1.2.  WA&hrend des VErSUCKS.........cceivieiriiinieiiceicesceee e 52
5.2, KOrpermassen Uer TIEIE ......coccueieererierieriertentetet ettt eaens 53
5.3, FULteraufNaNmMe .....c.couiiuiriieeete et 53
5.4, WaSSeraufNaNmMe ..o 56
5.5, UFINADSALIZ ..ottt 56
5.6. KOADSALZ......coveuiiiiiiciiitcicee e 56
5.7.  Scheinbare VerdauliChKeIten ............coeviviiniiiniiincicnceceee 57

5.7.1.  Scheinbare Verdaulichkeit der Trockensubstanz............cccccceeveveerieuennee 57

5.7.2.  Scheinbare Verdaulichkeit der organischen Substanz ...............cccecveuveuen. 57

5.7.3.  Scheinbare Verdaulichkeit von Phosphat............ccccceevviecienineesinnenienns 58

5.7.4.  Scheinbare Verdaulichkeit von CalCium...........ccccecevevinieneneneneeeeene, 59

5.7.5.  Scheinbare Verdaulichkeit von Natrium und Kalium.........c.cccccceeveennnne. 59

5.7.6.  Scheinbare Verdaulichkeit von Magnesium ...........ccccoeveeeneneennneneennns 60
5.8, UrinUNLErSUChUNGEN ........cciiitieiee ettt 60

5.8.1. PH-WErt deS UINS ...ccueeeeeiieeeieteeee sttt ae 60



INHALTSVERZEICHNIS

5.8.2.  Spezifisches UrNGeWIChL..........cccoeieiiiieeceeeee e 61

5.8.3. Relative Differenz zwischen dem pr&- und postprandialen

Phosphat/Kreatinin-Verhaltnis im Harn...........cccooveviiieeveceeceseeeeece e 62

5.9.  BIUtUNTErSUCAUNGEN ...ovviniiieceeeee e 62
5.9.1. FGF23-Konzentration imM SEruM..........cccoerverieeeineneneneseseeeeeeeeenee 62
5.9.2.  Parathormon-Konzentration im Serum .........c.cccceeererinenneneeneenienennen. 65
5.9.3.  CrossLaps-Konzentrationen im SErum .........ccceeeeeeveenreeeerieseeseseeeennens 68
5.9.4.  bALP-Konzentration im SErUM ..........cccovereriereenineneseseesieeeeeeeeneenes 70
5.9.5. Phosphatkonzentration im SErum ...........cccceveirineneneneseseeeeeeeeee 72
5.9.6.  Calciumkonzentration iM SErUM.........cccccveereirenineneneeeeeesee e 74
5.9.7.  Calcium x Phosphatprodukt im SErum ..........ccceeveeeeveveeeereseece e 76

6. DISKUSSION......eiitieiiiiieet ettt et st sttt e beesbeesae e sanesteetaens 78
6.1.  Kritik der MethodiK ........ccooirieieieieieesseeeee e 78
6.1.1.  TIere UNG DESIGN ...cuiiiieeieiieeeeecteetete sttt sttt ne 78
6.1.2.  Analytik und AUSWEITUNG ......ccveivieieieeieeiecie ettt sre e e 79

6.2.  Interpretation der erzielten Ergebnisse. ..o 81
6.3.  Madgliche Folgen einer Hyperphosphatdmie ..........ccocveveeievereecnseeese e 87
6.3.1. Bei anderen Spezies mit bestehender CNI........ccccooeveveiiecececceece e, 87
6.3.2.  Beim nierenkranken HUNG ...........ccooeiiiiniininccceceeeeeeee 89
6.3.3. Beim gesunden HUNG ........cc.ooveieiiniee e 90

6.4. Die Bedeutung des Futters in der Epidemiologie der CNI ........c.cceevevveeennne. 93
6.5. Maogliche Aussichten fUr die PraXiS........ccccooveeevienecviececeece e 94

7. ZUSAMMENFASSUNG.......ooiiiietetete ettt sttt 97
8. SUMMARY ...ttt sttt et sttt sbe et bbb et 99
9. LITERATURVERZEICHNIS ..ottt sttt 101
10. TABELLENANHANG.......coootittetese sttt see st esiee e sveesse e ssee s 135
11. DANKSAGUNG ...ttt sttt sttt e ee e 153






UBERSICHTEN

1. UBERSICHTEN

1.1.  Abklrzungsverzeichnis

%
1,25-(OH),-Ds

3R

ATP

AUCp-7

bALP

Ca

Cl

CNI
CON
Crea

d
FEDIAF
FGF23
GfE
GFR
GIT
HCI
H20

h

HPCM

Prozent
Calcitriol bzw. 1,25-Dihydroxycholecalciferol

Reduktion, Verfeinerung und Ersatz von Tierversuchen

(engl.: reduction, refinement, replacement)
Adenotriphosphat

Area under the Curve vom Zeitpunkt der Fltterung bis sieben

Stunden postprandial

knochenspezifische alkalische Phosphatase (engl.: bone

alkalic phosphatase)

Calcium

Chlorid

chronische Niereninsuffizienz
Kontrollration

Kreatinin

Tag

The European Pet Food Industry Federation
Fibroblast-Growth-Factor 23
Gesellschaft fir Ernahrungsphysiologie
glomerulére Filtrationsrate
Gastrointestinaltrakt

Salzsdure

Wasser

Stunde

Phosphorexzess-Ration mit Gefligelfleischkarkassenmehl



HPNaP
HPKP

IRIS

KAB
KH2PO4
KM
NaH2PO4
NO
MBD
MEPE
Mg

Na

NaPi

Nfe

Pi

ppr
prpr
PTH
Ra
RANKL

RDA

Rfa

UBERSICHTEN
Phosphorexzess-Ration mit NaH2PO4
Phosphorexzess-Ration mit KH2PO4
International Renal Interest Society
Kalium
Kationen-Anionen-Bilanz
Kaliumdihydrogenphosphat
Kdrpermasse
Natriumdihydrogenphosphat
Nitrit- Oxid
mineral and bone disorder
extrazellulares Matrix- Phosphoglycoprotein
Magnesium
Natrium
Natrium- Phosphat- Cotransporter
Stickstofffreie Extraktionsstoffe
Phosphat
anorganisches Phosphat (engl.: inorganic phosphate)
postprandial
praprandial
Parathormon
Rohasche
receptor activator of nuclear factor xB- Ligand

empfohlene  Tagesdosis (engl.. recommended

allowance)

Rohfaser

daily



UBERSICHTEN

Rfe Rohfett

Rp Rohprotein

RSV reaktive Sauerstoffverbindung
sCaP Serum- Calcium-Phosphat-Produkt
sP Serum- Phosphat

sCa Serum- Calcium

sV Scheinbare Verdaulichkeit

TS Trockensubstanz

uU.NWG unterhalb der Nachweisgrenze
USG Urinspezifisches Gewicht



UBERSICHTEN

1.2.  Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:
Abbildung 2:

Abbildung 3:

Abbildung 4:

Abbildung 5:

Abbildung 6:

Abbildung 7:

Abbildung 8:

Abbildung 9:

Maogliche Folgen eines P-Exzesses.
Zeitlicher Ablauf der einzelnen Durchgange.

Die Kinetik von FGF23 von Zeitpunkt Null bis sieben Stunden
® O

postprandial  [pg/ml]. =~ v: Miteinander verbundene Symbole
unterscheiden sich zum entsprechenden Zeitpunkt signifikant
voneinander (p<0,05). Der Normalbereich fur gesunde adulte Hunde
liegt laut Harjes et al. (2017) bei: 315 (211- 449) pg/ml.

Die AUCo.7 von FGF23 [pg/mlI*t*10°%]. Boxplots, welche nicht mit
demselben Buchstaben Uberschrieben sind, unterscheiden sich
signifikant voneinander (p<0,05).

Die Kinetik von PTH von Zeitpunkt Null bis sieben Stunden postprandial

* O
[ng/l]. ~ ¥: Miteinander verbundene Symbole unterscheiden sich zum

entsprechenden Zeitpunkt signifikant voneinander (p<0,05). Der
Normalbereich fir gesunde adulte Hunde liegt bei 8-45 ng/l (ALOMED

Laboratories).

Die AUCo.7 von PTH [ng/I*t]. Boxplots, welche nicht mit demselben
Buchstaben Uberschrieben sind, unterscheiden sich signifikant

voneinander (p<0,05).

Die Kinetik von sP von Zeitpunkt Null bis sieben Stunden postprandial

® O

[mmol/l]. ~ »: Miteinander verbundene Symbole unterscheiden sich zum
entsprechenden Zeitpunkt signifikant voneinander (p<0,05). Der
Normalbereich fir gesunde adulte Hunde liegt bei: 0,7-1,6 mmol/I
(Moritz, 2013).

Die AUCo.7 von sP [mmol/I*t]. Boxplots, welche nicht mit demselben
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EINLEITUNG

2. EINLEITUNG

Der Einsatz von anorganischen Phosphaten (Pi) in der Lebensmittelindustrie ist in den
letzten dreillig Jahren angestiegen, mit dem Ziel den Gebrauch von natriumhaltigen
Zusatzstoffen zu reduzieren (Gutiérrez, 2013b). Mit zunehmender Verwendung der
Phosphate (P) hauften sich auch Berichte iber unerwiinschte Effekte auf die Gesundheit der
Konsumenten. Heutzutage ist bekannt, dass eine exzessive Aufnahme an P, insbesondere
an hochléslichen Pi Verbindungen, u.a. beim Menschen negative Auswirkungen auf die
Gesundheit hat (Gutiérrez, 2013a; Gutiérrez, 2018; Jin et al., 2009). Es sind vor allem die
Nieren und das kardiovaskuldre System, aber auch das Skelettsystem betroffen (Calvo &
Uribarri, 2013; Ohnishi & Razzaque, 2010; Razzaque, 2011; Ritz, Hahn, Ketteler,
Kuhlmann, & Mann, 2012; Uribarri & Calvo, 2013).

Auch in der Produktion von Fertigfuttermitteln fir Hunde und Katzen kommen P-haltige
Zusatzstoffe zum Einsatz (Anonymous, 2008, 2019; Dobenecker, 2019). Da es bei der
Futterung von Hunden und Katzen oftmals zu einem P-Exzess in der Hohe des Mehrfachen
der empfohlenen Tagesaufnahme kommt, wurden auch Untersuchungen zu den Effekten
beim Tier angestellt. Bei der Katze flihrte ein 28-tdgiger P-Exzess zu einer Beeintrachtigung
der renalen Kreatininexkretion (Pastoor, Otitz, van'T Klooster, & Beynen, 1995; Pastoor,
van'T Klooster, Mathot, & Beynen, 1995) sowie einer negativen Beeinflussung weiterer
Nierenfunktionsparameter (Dobenecker, Webel, Reese, & Kienzle, 2017; Hertel-Bohnke,
2018). Siedler (2018) flihrte eine Studie mit einem P-Exzess verschiedener Quellen an
Hunden durch, in der sie einen signifikanten Unterschied zwischen der Fitterung von
organischen und anorganischen P-Quellen u.a. auf ausgewahlte Parameter der Calcium
(Ca)- und P-Homoostase zeigen konnte. Die Fitterung von Pi fiihrte hierbei zu signifikant
hoheren scheinbaren Verdaulichkeiten von P sowie zu hoheren Serumwerten der
untersuchten Parameter wie Serum-P (sP) oder Parathormon (PTH).

In der vorliegenden Arbeit sollen die Ergebnisse von Siedler (2018) erganzt werden und
neben der Bestimmung von N&hrstoffverdaulichkeiten bei P-Exzess (5x RDA), aus
organischem bzw. anorganischem Ursprung auch die Kinetik verschiedener Parameter der
Ca- und P-Homdostase im Serum untersucht werden. Hierzu wurden, vergleichbar zu
Siedler (2018), eine Kontrollration (CON) sowie ein P-Exzess unter Verwendung
verschiedener P-Quellen an je acht gesunde, adulte Beagles fir jeweils 18 Tage verfttert.
Anders als bei Siedler (2018) wurden am jeweils letzten Versuchstag zu acht verschiedenen
Zeitpunkten von pra- bis sieben Stunden postprandial folgende Parameter bestimmt: sP,

Serum-Calcium (sCa), das Produkt aus sCa und sP (sCaP), PTH, die Knochenmarker
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EINLEITUNG

Crosslaps und die knochenspezifische alkalische Phosphatase (bALP) sowie das
Phosphatonin Fibroblast-Growth-Factor 23 (FGF23). Dies ist, unseres Wissens nach, die
erste Arbeit, die die Kinetik der untersuchten Parameter nach einem P-Exzess beim Hund
beschreibt. Ziel war es, neben der Kinetik auch die Area under the Curve flr den genannten
Zeitraum (AUCo.7) zu bestimmen, um auf diese Weise den Einfluss der verschiedenen P-
Quellen auf die gesundheitlich relevante Ca- und P-Homd@ostase vergleichen zu kénnen.
Basierend auf den Ergebnissen von Siedler (2018) wurde eine héhere Verdaulichkeit fir P
bei den Rationen, die Pi enthalten, erwartet sowie folglich eine hohere AUCo.7 fir die
Serumparameter der Ca- und P-Homdostase. Insbesondere erhohte Werte fur sP, sCaP, PTH
und FGF23 konnten dabei entscheidende Hinweise auf die Auswirkungen einer P-reichen
Futterung mit anorganischen Phosphaten auf den Organismus liefern, welche bisher beim

Hund noch ganzlich fehlen.
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SCHRIFTTUM

3. SCHRIFTTUM
3.1. Phosphatbedarf und -verwertung
Phosphor (P) ist ein essenzieller Nahrstoff, der in der Regel in Futtermitteln als Phosphat
vorliegt. Bis zum heutigen Tag konnten fast dreitausend zellulare Reaktionen im Korper
identifiziert werden, an denen P beteiligt ist (KEGG, 2019). Unter anderem ist P ein
wichtiger ~ Bestandteil der  Knochenstruktur, von Zellwanden sowie der
Desoxyribonukleinsdure (DNA), aber auch des Adenosintriphosphates (ATP) im
Energiestoffwechsel des Organismus (Lobaugh, 1995; Weisinger & Bellorin-Font, 1998).
Die Empfehlungen der Gesellschaft fir Erndhrungsphysiologie (GfE, 1989) fur die tagliche
Aufnahme basieren auf einer faktoriellen Kalkulation, die den Bedarf fir die jeweiligen
Teilleistungen wie Erhaltungsstoffwechsel, Bewegung oder Wachstum bertcksichtigt. Die
allgemeine Formel fur den Bruttobedarf, also die empfohlene tagliche Aufnahme, stellt sich
wie folgt dar:

Nettobedarf

B _ X1
ruttobedarf Verwertbarkeit [%] 00

Der Nettobedarf im Erhaltungsstoffwechsel berticksichtigt dabei fakale, renale und kutane
Verluste, die bei bedarfsgerechter Futtermengenaufnahme und Versorgung auftreten. Die
endogenen Verluste von P scheinen auch bei marginaler Zufuhr kaum beeinflusst und
vergleichsweise hoch zu sein, weshalb eine Summe dieser endogenen Verluste von 30 mg/
kg KM/ d fiir P angenommen wird (GfE, 1989). Die Verwertbarkeit gibt den Anteil des
aufgenommenen Nahrstoffs an, der fir die Deckung des Nettobedarfs zur Verfiigung steht.
Sheffy und Kollegen ermittelten eine durchschnittliche P-Gesamtverwertung von 40 % bei
gesunden adulten Hunden (Sheffy, Williams, Zimmer, & Ryan, 1985). Dieser niedrige Wert
beruht auf der geringen Verwertung von P aus pflanzlichem Material, wéahrend P tierischen
Ursprungs dagegen weitaus besser verdaulich ist (Hoff-Jargensen, 1946). Die
Verwertbarkeit ist ein angenommener Wert, der unter anderem abhédngig ist von der
Néahrstoff-Quelle und ihrer Loslichkeit, sowie der Interaktion und Beeinflussung durch
andere Néahrstoffe und sich an der scheinbaren Verdaulichkeit orientiert (sV). Dies ist
maoglich, da die Bilanz bei einer vermehrten Aufnahme von P nicht tber eine verminderte
Absorption, sondern vielmehr tber die gesteigerte renale Exkretion ausgeglichen zu werden
scheint (GfE, 1989).
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orale Aufnahme — fakale Ausscheidun
SV [%] = f f g

orale Aufnahme 100
Die notwendige Datenlage zur Abschédtzung der empfohlenen taglichen Aufnahme fir P
beim Hund wurde anhand von publizierten Studien ermittelt, wobei nur eine geringe Anzahl
fir den adulten Hund vorliegt (National Research Council, 2006). Jenkins und Phillips
(1960a) verwendeten in ihren Versuchen eine Basisration, die unter anderem Sojamehl und
Blutmehl als Protein- und P-Quelle enthielt. Diese Ration wurde je nach Versuchsgruppe
mit unterschiedlichen Mengen an Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) supplementiert.
Je nach Ration variierte die sV von P zwischen 30 und 76 %. Anhand der sV sowie dem
Verlauf der Skelettentwicklung konnte so ein Mindestbedarf von 3,3 g P/kg
Trockensubstanz (TS) Futter fir den wachsenden Hund definiert werden, wobei davon etwa
76 % verfugbar sind. Wird dieser Bedarf um die Verflgbarkeit korrigiert, ergibt sich ein
Bedarf von 2,5 g/kg TS an vollstandig verfigbarem P. Bei einer geringeren oralen Zufuhr
von P sank hier auch die renale P-Ausscheidung, was bei knapper Versorgung ein Hinweis
auf eine unzureichende Aufnahme sein kann (Maynard, 1951). Die sV kann sich reduzieren,
wenn Ca in der Ration angehoben wird und ein weites Ca-P-Verhéltnis (Ca:P > 2:1) entsteht
(Jenkins & Phillips, 1960b; Schoenmakers, Hazewinkel, & van den Brom, 1999). Bei
Verwendung von rein organischen P-Quellen sinkt die scheinbare Verdaulichkeit von P auf
13,5-26 % (Hill, Burrows, Ellison, & Bauer, 2001), wahrend die sV anorganischer Quellen
bei mindestens 44,7 % zu liegen scheint (Jenkins & Phillips, 1960a, 1960b). Sheffy et al.
(1985) ermittelten bei adulten Hunden eine scheinbare Verwertung von 40-50 %. Dies
entsprache bei einem durchschnittlichen Energiebedarf und einer Verwertung von 40 %
einer tatsédchlichen Aufnahme von rund 90 mg/kg Korpermasse (KM), was
unverhaltnismaBig hoch erscheint gegeniiber den ermittelten Ca-Bedarfszahlen (National
Research Council, 2006). Bei einer niedrigeren angenommenen durchschnittlichen
Verwertung von 22 % ergibt sich bei dem Versuch von Hill et al. (2001) bei einer taglichen
Aufnahme von 132 mg P/kg KM eine absorbierte Menge von etwa 30 mg P/kg KM bei
gesunden adulten Hunden. Beruicksichtigt man nun noch die endogenen Verluste fir P so
kann eine tatsachliche Verwertung von etwa 30 % angenommen werden (National Research
Council, 2006). Rationen mit einem engeren Ca:P-Verhéltnis sowie einem hoheren Anteil
an anorganischem P kommen dagegen vermutlich ndher an die von Jenkins und Phillips

(1960 a, b) ermittelten 70 % fir die scheinbare Verdaulichkeit von P.  Unter
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Berlicksichtigung einer entsprechenden Sicherheitsspanne ergibt sich daher ein Bedarf von
50 mg P/kg KM/d (bzw. 100 mg P/kg KM®7™/d) fiir einen adulten Hund im
Erhaltungsstoffwechsel (National Research Council, 2006). Die drei géngigen
Empfehlungen zur Nahrstoffversorgung fir Hunde (FEDIAF, 2020; GfE, 1989; National
Research Council, 2006) legen ihren Berechnungen verschiedene Verwertungen zu Grunde,
woraus sich mit entsprechenden Sicherheitsspannen unterschiedliche Empfehlungen zu den
Bedarfszahlen adulter Hunde ergeben. Ein Vergleich ist in Tabelle 1 dargestellt:

Tabelle 1: Vergleich der Empfehlungen zu den Bedarfszahlen zur P-Versorgung fiir adulte,

gesunde Hunde.

Ausschuss fir
Bedarfsnormen der
Gesellschaft fur

National Research
Council, Nutrient
Requirements of

FEDIAF,
Nutritional

Erndhrungs- Guidelines, 2020
ohysiologie, 1989 Dogs and Cats, 2006
Einheit mg/kg KM%">/d
P-Bruttobedarf 148 100 110

Der vergleichsweise hohe Bedarf der GfE beruht auf der Annahme hoher endogener
Verluste (etwa 30 mg/kg KM/d) und einer vergleichsweise geringen Verwertbarkeit von P.
Beim Menschen findet nach oraler Aufnahme der Grol3teil der P-Absorption im Duodenum
statt (Marks, Debnam, & Unwin, 2010). Bei der Ratte dienen vor allem Jejunum und
Duodenum der intestinalen P-Absorption (Walling, 1977). Auch beim Hund weil? man, dass
die P-Absorption vor allem pracaecal stattfindet (Schiinemann, Lass, & Meyer, 1989).
Diese Absorption kann durch verschiedene Transportmechanismen funktionieren: aktiv
oder passiv. Die passive Aufnahme erfolgt durch das Konzentrationsgefalle entlang der
Burstensaummembran der Darmwand hin zu den BlutgefaRen durch parazellulare Diffusion
durch die tight junctions und ist nicht sattigbar (Farrington, Mohammed, Newman,
Varghese, & Moorhead, 1981; Gutiérrez, Kalantar-Zadeh, & Mehrotra, 2017). Bei einer
hoheren P-Anflutung steigt die Resorption Uber diesen passiven Transport (Nordin, 1976;
Walton & Gray, 1979).

Der aktive Transport funktioniert tber einen Natrium-P-Cotransporter (NaPi-11b) in der
intestinalen Blrstensaummembran. Bei jungen Tieren besteht eine hohere Dichte
intestinaler NaPi-llb Transporter aufgrund des erhéhten Bedarfs an P flr die
Skelettentwicklung (Arima et al., 2002; Kirchner et al., 2008; Xu, Bai, Collins, & Ghishan,
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2002). NaPi-11b wird durch Calcitriol (1,25-(OH).-D3) und die orale P-Aufnahme reguliert
(Hattenhauer, Traebert, Murer, & Biber, 1999; Murer, Forster, & Biber, 2004). Das
Parathormon (PTH) hat vermutlich keinen direkten Einfluss auf die Regulation von
NaPi- 1lb (Lee, Walling, & Corry, 1986; Murer, Hernando, Forster, & Biber, 2001), sondern
nur indirekt Gber seinen Calcitriol stimulierenden Effekt. FGF23 reguliert NaPi-11b negativ,
zum einen direkt durch vermehrten Abbau und zum anderen indirekt durch Unterdriickung
der Produktion bzw. durch Stimulation des Abbaus von Calcitriol (Miyamoto, Ito,
Kuwahata, Kato, & Segawa, 2005). Wenn weniger intestinale NaPi-I1b Proteine vorhanden
sind, dann steigt die Dichte an renalen NaPi-Ila Proteinen, um mehr P zuriick zu resorbieren
(Sabbagh et al., 2009). Die hierfir notwendigen Signale konnten bisher nicht identifiziert
werden. Allerdings wird angenommen, dass ein intestinaler Sensor die Ausschiittung eines
enterischen Phosphatonins aus der Dunndarmschleimhaut vermittelt (Berndt et al., 2007).
Dieses Phosphatonin kdnnte das extrazelluldare Matrix-Phosphoglycoprotein (MEPE) sein
und sowohl im Darm als auch in den Nieren einen lokalen Regulator fir die P-Absorption
darstellen (Marks et al., 2010). Von allen bekannten Phosphatoninen (PTH, FGF23, FGF7,
sFRP-4, MEPE) konnte gezeigt werden, dass sie eine Hypophosphatdmie beglnstigen,
indem sie die renale P-Ausscheidung erhéhen (Berndt & Kumar, 2007). MEPE beeinflusst
zudem die intestinale P-Absorption, jedoch anders als bei FGF23 unabhéngig von
zirkulierenden Calcitriolkonzentrationen und nur im Jejunum (Marks, Churchill, Debnam,
& Unwin, 2008).

In der Birstensaummembran der proximalen Nierentubuli gibt es neben dem NaPi-lIla auch
einen NaPi-llc und einen PIT-2 Transporter (Forster, Hernando, Biber, & Murer, 2013;
Lederer & Miyamoto, 2012). lhre jeweilige Bedeutung ist speziesabhangig (Forster et al.,
2013; Lederer, & Miyamoto, 2012; Segawa et al., 2009). Beim Menschen resorbieren die
P-Transporter vom Typ Il rund 80 % des filtrierten P (Marks et al., 2010). Sie werden vor
allem von der P-Anflutung, PTH sowie FGF23 und seinem Cofaktor Klotho reguliert
(Forster et al., 2013). Beim Nager reagiert der NaPi-lIla innerhalb von wenigen Minuten auf
PTH (Bacic et al., 2006; Kempson et al., 1995) und innerhalb von zwei Stunden auf
Veranderungen der oralen P-Anflutung (Segawa et al., 2005; Villa-Bellosta et al., 2009).
NaPi-1lc wird durch die orale P-Aufnahme (Segawa et al., 2005; Villa-Bellosta et al., 2009),
Mg-Aufnahme (Thumfart et al., 2008) aber auch durch metabolische Azidose (Nowik et al.,
2008) und zirkulierendes FGF23 (Shaikh, Berndt, & Kumar, 2008) reguliert. Bei Nagern
spielt er nur eine untergeordnete Rolle fir die P-Homdoostase (Segawa et al., 2009). Beim

Hund liegen hierzu bisher keine Informationen vor. Die Konzentrationen des gespaltenen
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Klothofragment (cKlotho) im Blutkreislauf und Urin korrelieren mit der Expression von
Klotho in den Nieren (Hu, Shiizaki, Kuro-o, & Moe, 2013). Das cKlotho hemmt direkt
NaPi-Ila und NaPi-llc in den proximalen Tubuli (Hu et al., 2013).

3.2. Phosphatquellen in Futter- und Lebensmitteln

3.2.1. Organische Quellen

In der Natur ist P in tierischen und pflanzlichen Proteinquellen enthalten und liegt dort als
organischer Phosphorsédureester vor. VVon diesem organisch gebundenem P kann der
menschliche Korper nur etwa 40-60 % (Uribarri, 2007) und der Hund nur 13-26 % (Hill et
al., 2001) aus dem Gastrointestinaltrakt (GIT) absorbieren, da er in dieser Form schlechter
bioverfugbar ist als anorganische Quellen, was teilweise auf eine maRige bzw. geringe
Wasserloslichkeit zurtickzufuhren ist (Lineva, Kirchner, Kienzle, & Kamphues, 2018). In
vielen Getreidesorten und Samen liegt P auBerdem als Phytat (= Hexaphosphoinositol) vor,
welches die Speicherform von P fir Pflanzen darstellt (Maga, 1982). Um P aus dieser
Bindung zu l6sen, wird das Enzym Phytase benétigt, das der Hund als Monogastrier nicht
besitzt (Plimmer, 1913). Daher liegt die Verfiligbarkeit des P aus Phytat beim Hund bei nur
20-40 % (Jenkins & Phillips, 1960a). Phytat kann Komplexe mit Mineralstoffen wie
Phosphat, Magnesium, Zink und Eisen bilden und somit deren Verfugbarkeit reduzieren
(Bohn, Davidsson, Walczyk, & Hurrell, 2004; Hallberg, Rossander, & Skanberg, 1987;
Turnlund, King, Keyes, Gong, & Michel, 1984). Enthalten kommerzielle Futtermittel flr
Hunde neben tierischem Protein, wie beispielsweise Muskelfleisch, Pansen oder Karkassen,
auch Kohlenhydrate, was insbesondere bei Trockenfuttermitteln der Fall ist, ist also immer

auch ein entsprechender Anteil an organischem P enthalten.

3.2.2. Anorganische Quellen

Im Gegensatz zu den organischen P-Quellen gibt es die Salze der P-S&ure (HsPOs), die in
der Literatur oftmals als ,,anorganische* P-Quellen bezeichnet werden (Noori et al., 2010).
Hier liegt P frei, also nicht organisch gebunden, vor (Ritz et al., 2012).

Diese anorganischen P-Quellen finden sowohl in der Lebensmittel- als auch in der
Tierfutterindustrie als Zusatzstoffe sowie als Einzelfuttermittel Verwendung. Im

Lebensmittelbereich hat sich die tagliche Aufnahme von P-haltigen Zusatzstoffen innerhalb
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der letzten 30 Jahre mehr als verdoppelt (<500 mg/d vs. ~1000 mg/d; (Calvo & Park, 1996;
Kalantar-Zadeh et al., 2010)). In der Ernahrung der Bevolkerung der Industrienationen
machen P-haltige Zusatzstoffe bis zu 1000 mg P/d zusétzlich zu den durchschnittlich
aufgenommenen 800-1500 mg P/d aus organischen Quellen aus (Bell, Draper, Tzeng, Shin,
& Schmidt, 1977). Bei gleicher totaler Menge an oral aufgenommenem P pro Tag neigen
Leute aus sozial niedrigeren Schichten zu héheren sP-Konzentrationen (Gutiérrez et al.,
2010). Dies ist vermutlich durch die Art des aufgenommenen P (organisch/ anorganisch) zu
erklaren. Menschen aus sozial niedrigeren Bevolkerungsschichten nehmen durchschnittlich
einen grofieren Anteil an prozessierten Lebensmittel zu sich, die reich an Zusatzstoffen sind
(Gutiérrez et al., 2010; Ritz et al., 2012). Flussiger KaffeeweiRer enthalt im Durchschnitt
etwa 1000 mg/l Dikaliumhydrogenphosphat (K2HPO4), was etwa 178 mg P/I entspricht
(Pearce & Harper, 1982). In Colagetranken sind Gehalte von bis zu 700 mg P/l erlaubt, was
einem Gehalt an zugesetztem P aus Zusatzstoffen von etwa 520 mg P/l entspricht (Ritz et
al., 2012).

Im Gegensatz zu organischem P sind einige anorganische P-Quellen hoch wasserldslich
(Lineva et al., 2018). Da die Wasserloslichkeit eine VVoraussetzung zur Absorption von P
darstellt, ist es nicht verwunderlich, dass diese Salze eine hohe Bioverfligbarkeit haben und
somit zu einem groRen Anteil aus dem Darm resorbiert werden (Uribarri, 2007). Dass auch
in den in Deutschland erhaltlichen Futtermitteln fir Hunde und Katzen erhebliche Mengen
dieser hochldslichen Phosphate enthalten sind, hat eine Untersuchung aus dem vorigen Jahr
gezeigt (Dobenecker, 2019): P wurde als hochléslich definiert, wenn es bereits nach einer
Minute Inkubation in Wasser in Losung ging (Psoi1). In 50 % der untersuchten
Feuchtfuttermittel (n = 14) und in 44 % der untersuchten Trockenfutter fir Hunde (n = 9)
wurde der tdgliche Bedarf an P bereits durch Pso1 gedeckt. Zahlreiche anorganische
Phosphate sind als Einzelfuttermittel sowie als Zusatzstoffe gemalR Verordnung EG
1831/2003 zugelassen und finden so haufig Verwendung in der Futtermittelindustrie, unter
anderem, weil sie flr die Produktion zahlreiche positive Eigenschaften liefern: sie dienen
beispielsweise als Sauerungsmittel, S&ureregulator, Konservierungsstoff, Emulgator,
Tragerstoff oder der Bindung von Wasser. Da in der vorliegenden Arbeit
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat ~ (NaH2PO4-H>O;  CAS-Nr.:  10049-21-5;
Versuchsdurchgang HPNaP) sowie Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4; CAS-Nr.: 7778-
77-0; Versuchsdurchgang HPKP) verwendetet wurden, wird im Folgenden auf diese
anorganischen P-Quellen eingegangen. NaH2POs-H20 besitzt eine sehr gute Loslichkeit in
Wasser (H20), 96 % des P sind nach einer Minute Inkubation in H20 in Lésung (IVA, 2019;

20



SCHRIFTTUM

Lineva et al., 2018). In der Futtermittelindustrie ist es als mineralisches Einzelfuttermittel
zugelassen (VO (EU) Nr. 68/2013), wird in der Lebensmittelindustrie aber vor allem wegen
seiner puffernden Eigenschaften, wie beispielsweise in der Fleischverarbeitung, als Puffer
eingesetzt. KH2PO4 hat ebenfalls eine sehr gute Wasserloslichkeit (IVA, 2019). Hier sind
92% des P nach einer Minute in HxO gelost (Lineva et al., 2018). In der
Futtermittelindustrie ist es sowohl als Einzelfuttermittel (VO (EU) Nr. 68/2013) als auch
unter der E-Nummer 340 (i) als Futtermittelzusatzstoff (VO (EU) Nr. 1831/2003)

zugelassen. Es findet vorrangig Einsatz als Puffer aber auch als Saureregulator.

3.3. Hormonelle Regulation und Pathophysiologie des Phosphatstoffwechsels

3.3.1. Parameter der Phosphathomdostase

Da die nachfolgenden Parameter bisweilen noch nicht hinreichend in der Veterinarmedizin,
insbesondere bei Hund und Katze, erforscht sind, wird im Folgenden vor allem auf
experimentelle Studien in vitro oder an Nagern bzw. aus der Humanmedizin eingegangen.
Es wird jedoch angenommen, dass der Hund Uber eines dem des Menschen dhnlichen
Phosphatonin-System verflgt (Hardcastle & Dittmer, 2015). Studien an Hund und Katze

selbst werden daher im Folgenden entsprechend als solche gekennzeichnet.

3.3.1.1. Parathormon

Der Serumkalziumspiegel (sCa) ist sehr eng reguliert. Kommt es zu einem Abfall des sCa
wird das 84 Aminoséuren lange Polypeptid PTH aus der Parathyreoidea sezerniert und
fungiert als Calciostat (Bergwitz & Juppner, 2010). Die Regulation der Ausschiittung
erfolgt Uber eine negative Ruckkopplung mithilfe von calciumsensitiven G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren auf den Hauptzellen der Parathyreoidea (Brown et al., 1993). Bei
niedrigem sCa bzw. ionisiertem Calcium (Hypokalzadmie) sorgt die Ausschittung von PTH
fur eine Bereitstellung von Ca aus dem Knochen. Die Aktivitat der Osteoklasten wird
indirekt Gber Bindung an den PTH-Rezeptoren der Osteoblasten angeregt und somit
Knochen resorbiert und Ca in Zirkulation gebracht. Bei Vorliegen einer Hyperkalzdmie
wirde dagegen Calcitonin eine vermehrte Einlagerung von Ca in die Knochen stimulieren.
Aber nicht nur ein Abfall an sCa sondern auch der Anstieg von sP bewirkt die Sekretion

von PTH: in einem Versuch an Beagles, denen fiir 28 Wochen eine P-reiche Diat gefittert
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wurde, konnte ein Anstieg von PTH, mit einem Peak 4h postprandial, festgestellt werden
(Jowsey, Reiss, & Canterbury, 1974). Eine akute, kurzfristige Anhebung des sP-Spiegels
bei konstantem sCa hatte dagegen kaum einen Einfluss auf die PTH-Sekretion beim Hund
(Estepa et al., 1999). Bei einem dauerhaft erhdhten sP-Spiegel sinkt die extrazelluldre Ca-
Konzentration (Forster et al., 2013). PTH hebt nun den sCa-Spiegel durch
Knochenresorption an und wirkt gleichzeitig als Phosphatonin, indem es die Riickresorption
von P aus den proximalen Tubuli senkt, die Dichte an NaPi-lla und NaPi-llc auf der
Burstensaummembran reduziert und somit die vermehrte Exkretion von P (ber die Nieren
in vivo fordert (Forster et al., 2013). Auf diese Weise kann ein konstantes Serum-Ca-P-
Produkt (sCaP) aufrechterhalten werden, bei gleichzeitiger Anhebung der sCa-
Konzentration. Bei méaliger oraler P-Aufnahme ist weniger PTH notwendig, um einen
konstanten sCa-Spiegel zu bewahren; andersherum wird mehr PTH bei Vorliegen einer
Hyperphosphatamie, beispielsweise infolge einer hohen oralen P-Aufnahme, benétigt
(Felsenfeld & Rodriguez, 1999). Die Autoren nehmen an, dass P eine zentrale Rolle in der
Ca-Homoostase spielt. Sie vertreten die Annahme, dass die Reduktion von sP, die der
Anhebung von sCa vorhergeht, die kalzamische Antwort des Knochens auf PTH verbessert.
Das gesunde Individuum kann also eine hohe Anflutung von sP kompensieren, indem die
renale Exkretion von P erhoht wird (Krapf, Glatz, & Hulter, 1995). Dagegen nimmt die
Zahl an funktionsfahigen Einheiten bei einer chronischen Niereninsuffizienz (CNI) stetig
ab, und infolgedessen sinkt die Fahigkeit der Nieren P auszuscheiden. Dies fuhrt dazu, dass
PTH die sP-Konzentrationen irgendwann nicht mehr ausreichend senken kann. Bei dem so
zustande kommenden sekundéren renalen Hyperparathyreoidismus kann der Kérper nicht
mehr in adaquater Weise die sP- Konzentration senken und ausreichend P (iber die Nieren
ausscheiden. Diese Diskrepanz nimmt mit Fortschreiten der CNI zu. Parallel dazu nimmt
die kalzamische Antwort des Knochens auf die steigenden Konzentrationen von PTH ab
und die Freisetzungsrate von Ca aus dem Knochen sinkt, man spricht von einer PTH-
Resistenz (Felsenfeld, & Rodriguez, 1999). Da die steigenden PTH-Konzentrationen nicht
in ausreichendem Mal3e die sP-Konzentration senken kdnnen, wird ein weiteres Ansteigen
des PTHs bedingt. Die Produktion von PTH kann durch ein anderes Phosphatonin, FGF23,
gehemmt werden (Galitzer, Ben-Dov, Silver, & Naveh-Many, 2010).
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3.3.1.2. Fibroblast-Growth-Factor 23

Seit einiger Zeit ist bekannt, dass die P-Homa@ostase nicht nur indirekt vom Ca-Stoffwechsel
reguliert wird, sondern dass es durch ein eigenes unabhéngiges System gesteuert wird. Dies
zeigte sich durch die Untersuchungen der X-chromosomalen hypophosphatdmischen
Rachitis am Modell von M&usen, bei denen zirkulierende Faktoren mit inhibierender
Wirkung auf renale proximale Na-P-Cotransporter sowie auf die Aktivierung von Calcitriol
entdeckt wurden (Econs & Drezner, 1994). Dabei handelt es sich um FGF23 mit seinem
Cofaktor a-Klotho (ADHR- Consortium, 2000; Kurosu et al., 2006). FGF23 steuert neben
PTH maRgeblich die P-Homoostase (Liu & Quarles, 2007; Prié, Torres, & Friedlander,
2009). Es wird von Osteozyten, als Reaktion auf erhohte sP- oder Calcitriol-
Konzentrationen (Saito et al., 2005), synthetisiert (Berndt & Kumar, 2009; Liu, & Quarles,
2007; Prié et al., 2009). Studien an Menschen und Nagern haben gezeigt, dass FGF23 im
Serum ansteigt, wenn eine P-reiche Diat aufgenommen wird und abfallt wenn P in der
Nahrung nur restriktiv zugeteilt wird. Wirken kann FGF23 jedoch nur im Zusammenspiel
mit seinem Cofaktor a-Klotho, der das Binden an seinem Rezeptor FGFR1c mdglich macht
(Geddes, R. F., Finch, N. C., Elliott, J., & Syme, H. M., 2013). Das a-Klotho wird in den
Nieren, der Nebenschilddriise, der Hirnanhangsdriise, dem Choroid Plexus und dem
Sinusknoten sezerniert (Takeshita et al., 2004; Tsujikawa, Kurotaki, Fujimori, Fukuda, &
Nabeshima, 2003; Urakawa et al., 2006).

Sowohl PTH als auch FGF23 haben einen phosphaturischen Effekt (Ritz et al., 2012). Sie
fordern also die Exkretion von P uber die Nieren, wodurch die sP-Konzentrationen und das
sCaP in normale Bereiche gebracht werden sollen (Shimada et al., 2002). Experimentelle
Studien an Ratten, sowohl in vitro als auch in vivo, haben gezeigt, dass FGF23 im Sinne
einer Rickkopplung einen hemmenden Effekt auf die PTH-Sekretion hat (Ben-Dov et al.,
2007; Krajisnik et al., 2007).

In den Nieren wirkt FGF23 als Regulator fir sP und Calcitriol, indem es die dort
lokalisierten Natrium-P-Cotransporter vom Typ Il (NaPi-lla und NaPi-llc; (Marks et al.,
2010)) und die 25-(OH)2-D-1a-Hydroxylase (Urakawa et al., 2006) reguliert. FGF23
inhibiert die Synthese von Calcitriol (1,25-(OH)2-Ds; (Miyamoto et al., 2005)). Niedrige
Calcitriol-Konzentrationen bewirken eine reduzierte Absorption von Ca und P aus dem
Darmlumen (Rodriguez-Ortiz et al., 2012). Es wird also nicht nur die Konzentration von sP
sondern auch von sCa gesenkt, was unter Umstédnden eine Hypokalzdmie bzw. ein
unausgewogenes sCa/sP-Verhaltnis zur Folge hat. Hieraus folgt wiederum die Sekretion

von PTH sowie von Calcitriol, wogegen FGF23 herunter reguliert wird (Rodriguez-Ortiz et
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al., 2012). Vermutlich wird dadurch verhindert, dass FGF23 die Synthese von Calcitriol
durch Hemmung der 25-Hydroxyvitamin-D-1a-Hydroxylase sowie Stimulation der 25-
Hydroxyvitamin-D-24-Hydroxylase weiter reduziert und somit die Ca-Absorption aus dem
Darm hemmt. Bei gesunden Ratten konnte gezeigt werden, dass FGF23 unabhangig von
der sP-Konzentration nicht ansteigt solange ionisiertes sCa tiber 4,0 mg/dl liegt (Rodriguez-
Ortiz et al., 2012). Calcitriol steigert dagegen die Konzentration an FGF23 sowie die
Promoteraktivitdt des FGF23-Gens (Liu et al., 2006). Hohe FGF23-Konzentrationen
konnten mit erhohter Mortalitat, Arteriosklerose, Linksherz-Hypertrophie, GeféaRsteifheit
und fortschreitender CNI in Kontext gebracht werden (Di lorio et al., 2013; Dominguez,
Shlipak, Whooley, & Ix, 2013; Gutiérrez, 2010; Hardcastle, & Dittmer, 2015). In der
Humanmedizin wird vor allem intaktes FGF23 zunehmend als Frihmarker in der
Diagnostik von CNI verwendet (Chudek et al., 2014; Stubbs, Liu, & Quarles, 2007). In der
Veterindrmedizin, insbesondere bei Katze und Hund, wird dieses Hormon und seine
Wirkweise im Zusammenhang mit der CNI bereits erforscht (Geddes, R. F. et al., 2013;
Harjes et al., 2017). Fur eine routinemafRige Verwendung in der Diagnostik sind jedoch

noch weitere Studien erforderlich.

3.3.1.3. Vitamin D

Vitamin D ist ein essentielles, fettlosliches Vitamin, welches der Hund (ber die Nahrung
aufnehmen muss, da er es im Gegensatz zum Menschen nicht selbst in der Haut mit Hilfe
von Sonnenlicht aus der Vorstufe 7-Dehydrocholesterol bilden kann (How, Hazewinkel, &
Mol, 1994). Gespeichert wird Vitamin D nach einer Hydroxylierung am C25-Atom als 25-
OH-Ds (Calcidiol) in der Leber. AnschlieBend findet eine Hydroxylierung am C1-Atom in
den proximalen Tubuli der Nieren statt. Es entsteht Calcitriol (1,25-(OH)2-Ds), die aktivste
Vitamin D-Form (Schweigert, 2015). Je nach Bedarf kann es in den Nieren aber auch
inaktiviert werden: dann findet die Hydroxylierung von 25-OH-D3 an C24 anstelle von C1
statt und wird in die weitaus weniger aktive Form 24,25-Dihydroxycholecalciferol (24,25-
(OH),-D3) umgewandelt (Feldman, Pike, & Bouillon, 2018; Schweigert, 2015). Dieser
Schritt der Hydroxilierung in den Nieren wird unter anderem sehr eng durch PTH reguliert
(Brenza et al., 1998), das eine gesteigerte Expression des Gens fiir die 1a-Hydroxylase
induziert. FGF23 (Miyamoto et al., 2005; Shimada et al., 2004), Hypercalcdmie (Bland,
Walker, Hughes, Stewart, & Hewison, 1999) und Hyperphosphatdmie (Bergwitz, &

Juppner, 2010) sowie hohe Calcitriol Spiegel an sich (Dusso, Brown, & Slatopolsky, 2005)
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wirken sich dagegen hemmend auf die Genexpression aus, was eine Reduktion der la-
Hydroxylase und damit eine verringerte Hydroxylierungsrate zur Folge hat. An seinen
Zielorganen wirkt Calcitriol tber seinen intrazellularen Rezeptor (Vitamin-D-Rezeptor,
VDR) als Steroidhormon. Im Darm ermdglicht es die Aufnahme von Calcium durch die
Transporter TRPV5 und TRPV6 in die Dinndarmzellen, wobei die Aufnahmerate von der
Dichte an Calcitriol-VDR-Komplexen abhangig ist. Aber auch die Aufnahme von P wird
durch Calcitriol gesteigert, da es ebenfalls die Dichte von NaPi-Cotransportern erhéht
(Dusso et al., 2005). An den Nieren fordert Calcitriol die Rickresorption von Ca und tragt
so auch auf diese Weise dazu bei, den sCa-Spiegel anzuheben. Niedrige
Calcitriolkonzentrationen dagegen reduzieren die Absorption von Ca und P aus dem
Darmlumen (Rodriguez-Ortiz et al., 2012), was in niedrigen Plasmakonzentrationen an
ionisiertem Ca resultiert und stimulieren auf diese Weise indirekt die PTH-Sekretion
(Geddes, Rebecca F., Finch, Natalie C., Syme, Harriet M., & Elliott, Jonathan, 2013).

3.3.1.4. Parameter des Knochenstoffwechsels

Das Skelett unterliegt ein Leben lang einem standigen Umbau: dem Knochenaufbau durch
Osteoblasten auf der einen Seite und Knochenabbau durch Osteoklasten auf der anderen
Seite (Marks & Hermey, 1996). Im Erhaltungsstoffwechsel des adulten Tieres befinden sich
diese Umbauprozesse im Gleichgewicht (DeLaurier et al., 2004). Im Skelett macht 90 %
der organischen Substanz das Kollagen Typ | aus (Burgeson, 1988; Wurtz, Ellerstrom,
Lundmark, & Christersson, 1998). Crosslaps ist ein Abbauprodukt des Kollagens Typ I, der
bei erhéhter Resorption des Knochens, beispielweise durch PTH-Einwirkung, vermehrt im
Serum anféllt (Rosenquist et al., 1998) und somit einen Marker fiir die Osteoklastenaktivitat
darstellt. Er entsteht aus dem Abbau des Kathepsin K-abhé&ngigen Typ | Kollagens
(Liesegang, Sassi, & Risteli, 2003).

Die knochenspezifische alkalische Phosphatase (bone alkaline phosphatase, bALP) ist ein
Marker des Knochenaufbaus. Es gibt verschiedene Isoenzyme der alkalischen Phosphatase,
die abhéangig von ihren Zuckerketten fiir verschiedene Gewebe spezifisch sind. So gibt es
beispielsweise eine leber- und eine nierenspezifische alkalische Phosphatase sowie eine
gewebeunspezifische. Die bALP ist ein Enzym, das im Rahmen der Knochenmineralisation
an der Komplexbildung aus Ca, P und den Kollagenfasern beteiligt ist (Demers, 2001;
TenCate, 1998). Sich im Wachstum befindliche oder trachtige Individuen weisen einen

hoheren Gehalt an bALP auf als solche im Erhaltungsstoffwechsel, da sich hier Knochen
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im Aufbau befindet. Beim Hund kann bALP sowohl im Urin (Allen, Allen, Hoffmann,
Richardson, & Breur, 2000) als auch im Serum (Allen, Hoffmann, Richardson, & Breur,
1998; Philipov, Pascalev, Aminkov, & Grosev, 1995) bestimmt werden. Andere
Knochenaufbaumarker sind beispielsweise Osteocalcin oder das aminoterminale Propeptid
des Kollagens Typ | (DeLaurier et al., 2004).

3.3.2. Effekte einer gestorten Phosphathomdostase auf den Korper

3.3.2.1. Kardiovaskuléres System

Dass hohe sP-Konzentrationen insbesondere fur Patienten mit CNI zu vermeiden sind, ist
bekannt (Hruska, Mathew, Lund, Qiu, & Pratt, 2008; Qunibi, 2004; Shaman & Kowalski,
2016). Erhohte sP-Konzentrationen stellen aber auch ein potentielles Risiko fur Individuen
mit normaler Nierenfunktion dar (Sullivan et al., 2009). Einige Studienergebnisse haben
gezeigt, dass auch sP-Konzentrationen im oberen Referenzbereich zu Verkalkungen der
Koronargefal3e fiihren kénnen (Foley, Collins, Herzog, Ishani, & Kalra, 2009; Linefsky et
al., 2011). Hohe sP-Konzentrationen hemmen durch FGF23-Ausschittung die Calcitriol-
Synthese (Portale, Halloran, & Morris, 1989; Portale, Halloran, Murphy, & Morris, 1986).
Dieser Mechanismus ist bisher nur fir Labornager und Menschen belegt, jedoch noch nicht
fur Hund und Katze. Niedrige 1,25-(OH).-D3-Konzentrationen reduzieren vermutlich die
Kontraktionskraft des Herzens (Zittermann et al., 2003) und fordern eine Verkalkung der
Herzkranzgefalle (Watson et al., 1997). Hierbei handelt es sich wohl hauptsachlich um
Ablagerungen von Ca-P-Komplexen (Komaba & Fukagawa, 2016). Erhohte sP-
Konzentrationen selbst kénnen sich toxisch auf die Gefawand auswirken und zu einer
Schédigung der Intima fuhren: sie bedingen eine Kalzifizierungsneigung der Intimazellen.
Die Zellen der glatten Muskulatur in den Gefalwanden entwickeln einen osteogenen
Phénotyp (Jono et al., 2000). Diese Umwandlung ist ein aktiver Prozess und wird als
osteogene Transdifferenzierung bezeichnet (Giachelli, 2009). Wenn es bei gesunden
Individuen zu Geféallverkalkungen kommt, spricht man von dystropher Kalzifizierung
(Giachelli, 1999). Dies geschieht vermutlich unter anderem aufgrund gesteigerter
Osteopontin-Synthese (Chen, O'Neill, Duan, & Moe, 2002; Giachelli, Speer, Li, Rajachar,
& Yang, 2005). Der Vorgang der Geféal3verkalkung zeigt Parallelen zur Ossifikation der
Knochen, der ein komplexer Prozess ist (Giachelli et al., 2001; Giachelli, 2004). Wenn die
Zellen der glatten GefalBmuskulatur hohen sP-Konzentrationen ausgesetzt sind, wird die P-

Aufnahme Uber PIT-1-Transporter stimuliert und die Transformation der Zellen in
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osteoblastenartige Zellen induziert (Giachelli et al., 2001). Ein weiterer Faktor ist, dass eine
Hyperphosphatamie die Mitochondrien schadigt, den Zelltod der glatten Gefamuskulatur
einleitet und somit durch das Freisetzen von Apoptosekdrpern GeféaRverkalkungen
stimuliert (Reynolds et al., 2004; Shroff et al., 2010). Eine Verkalkung der Intima und der
Media durch hohe sP-Konzentrationen innerhalb der Normalbereiche fiihren somit also zu
Arteriosklerose und Gefélisteifheit (Giachelli, 2004). Es wird angenommen, dass auch
kurzzeitig tiber den Normalbereich erhohte postprandiale sP-Werte zu einer Reduktion der
Vasodilatationsfahigkeit flhren und zu der Entwicklung von Arteriosklerose beitragen,
wéhrend die Folgen wvon langerfristig erhohten sP-Werten dagegen eher
Intermediaverkalkungen sind (Gutiérrez, 2013a; Houston et al., 2013; Laflamme & Jowsey,
1972; Shuto et al., 2009).

Hohe sP-Konzentrationen innerhalb des Referenzbereiches stehen in Zusammenhang mit
der Carotis-Intima-Media-Dicke sowie der Entwicklung von Arteriosklerose (Dhingra et
al., 2007; Onufrak et al., 2008). Eine hohe Anflutung von P im Serum reduziert die
Vasodilatationsfahigkeit in Rattenaorten (Shuto et al., 2009). Aullerdem reduziert es die
Produktion von Nitrit-Oxid (NO) in bovinen Aortenendothelzellen und aktiviert die
konventionelle Proteinkinase C (Shuto et al., 2009). Eine hohe orale P-Aufnahme und
Anflutung im Serum steigert die Aktivitat von reaktiven Sauerstoffverbindungen (RSV)
und induziert damit die Apoptose von Endothelzellen (Di Marco et al., 2008; Shuto et al.,
2009). Dieses Absterben der Endothelzellen beeinflusst die Vasodilatation negativ. RSV
sind Radikalfanger von NO und reduzieren so das verflgbare NO, was zu einer
Dysregulation des Geféal3tonus fuhrt (Cai & Harrison, 2000; Forstermann & Miinzel, 2006).
Die Zunahme von RSV infolge einer Hyperphosphatdmie scheint eine Ursache fur die
Kalzifizierung des Gefalendothels zu sein und erklart vor allem bei CNI-Patienten die hohe
Pravalenz an Gefalverkalkungen. Antioxidantien koénnen diese beeintrachtigte
Vasodilatation nicht verbessern, weshalb angenommen wird, dass neben den RSV noch
andere Faktoren eine Rolle spielen (Shuto et al., 2009). Nishida et al. (2006) haben
gesunden jungen Mannern einmalig eine héhere Dosis von P (1200 mg vs. 400 mg) in Form
einer standardisierten Mahlzeit (bestehend aus gekochtem Reis, gekochtem Ei, Schinken
und Milch; 690 kcal, 110 g Kohlenhydrate, 400 mg P), mit einem entsprechenden P-
Supplement (Gemisch aus NaoHPO4 und NaH2PO4; 800 mg P) verabreicht. Sie konnten
zeigen, dass dies einen signifikanten Anstieg 2h ppr. von sP, der tber den Referenzbereich
hinausgeht, sowie von intaktem PTH hervorrufen kann, wahrend die Blutglucose keinen

signifikanten Unterschied zeigte. AuRerdem hat die flussabhangige Ausdehnung der GefaRe
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(flow mediated dilatation) 2 h ppr. nach Aufnahme der 1200 mg P signifikant abgenommen
(Nishida et al., 2006). Dieser kurzzeitige Anstieg an sP hat also bereits einen signifikanten
Einfluss auf die VVasodilatation gehabt.

Daher ist es wahrscheinlich, dass hohe sP-Konzentrationen selbst innerhalb des
Referenzbereiches auch  fir gesunde Individuen ein Risiko darstellen,
Herzkreislauferkrankungen zu entwickeln. Auch Dhingra et al. (2007) konnten hohe sP
Konzentrationen bei gesunden Studienteilnehmern mit einem erhéhten Risiko fir
kardiovaskulare Erkrankungen in einem Follow-up von durchschnittlich 16,1 Jahren in
Zusammenhang bringen (Dhingra et al., 2007). Evermann et al. (2003) berichten von einem
28 Monate alten Kind, das 90 Minuten nach einem enteralen Natriumphosphat-Einlauf ein
Herz-Kreislauf-Versagen entwickelt hat. Das Kind litt an Symptomen wie Tachykardie,
Tachypnoe, Zyanose und Tetanie. Eine Blutuntersuchung zeigte Hyperphosphatamie und
Hypernatriamie sowie eine Hypocalcdmie. Im Echokardiogramm war eine verminderte
Kontraktilitit des Herzens auffallig. Das Kind musste aufgrund gestorter
Sauerstoffdiffusion intubiert und kiinstlich beatmet werden. Dies ist eine bekannte
Nebenwirkung bei starker Hyperphosphatdmie (Lochbihler, Sachs, & Raute-Kreinsen,
1995; Narins, 1994). Hypertone Natriumphosphateinldaufe werden bei Kindern héaufig bei
Verstopfung oder zur Vorbereitung auf chirurgische oder diagnostische Eingriffe des
Darms verwendet, wobei eine Reihe an Féllen mit akuter Toxizitat bekannt sind (Evermann,
Nitu, & Jacobs, 2003). Es kommt hier zur Phosphatvergiftung in Folge hoher intestinaler
P-Konzentrationen mit gesteigerter Absorption (Craig, Hodson, & Martin, 1994). Durch die
hohe P-Anflutung verschiebt sich der Elektrolythaushalt: sobald das Loslichkeitsprodukt
fur sP und sCa uberschritten ist, kommt es zur Bildung von Ca-P-Komplexen im Serum,
was eine Hypocalcamie zur Folge hat (Hebert, Lemann, Petersen, & Lennon, 1966).
FGF23- und  Klotho-Knockout-M&use  entwickeln  Arteriosklerose  sowie
GeféaRverkalkungen infolge einer unregulierten Hyperphosphatdmie (Kuro-o et al., 1997,
Morishita et al.,, 2001; Sitara et al.,, 2004). Vermutlich geschieht dies Uber die
Hochregulation von TRP-6, ein Kalzium-Kanal-Protein des Kardiomyozytenumbaus (Xie,
Yoon, An, Kuro-o, & Huang, 2015). Eine P-Restriktion in der Diat konnte bei FGF23-
Knockout-Mdausen eine Verminderung der Gefalverkalkungen bewirken, da diesen Tieren
die phosphaturische Wirkung des FGF23 fehlte und es so zu einer Verkalkung der Gefalie
kam (Stubbs et al., 2007). Da FGF23 bei einer vermehrten Anflutung von P im Serum die

P-Ausscheidung ber die Nieren forciert, hat es beim gesunden Tier vermutlich sogar eine

28



SCHRIFTTUM

schutzende Funktion fir das Gefdllendothel, da es extrazelluldre Ca-Ablagerungen
verhindert (Lim et al., 2012).

Klotho selbst kann Gefallverkalkungen entgegenwirken, indem es die Na-abhéngige P-
Aufnahme hemmt (Xie et al., 2015), wahrend FGF23 bei Abwesenheit von Klotho eine
Hypertrophie des linken Ventrikels (Links-Herz-Hypertrophie) bei Menschen und Nagern
verursachen kann (Faul et al., 2011). Welche Rolle P in der Pathogenese der Links-Herz-
Hypertrophie genau spielt, ist bisher weitgehend unbekannt. Andrukhova et al. (2014)
konnten zeigen, dass FGF23 die renale Na- Reabsorption steigern kann, indem die Dichte
an NaCl- Cotransportern im distalen Tubulus auf eine Klotho-abhangige Weise erhéht wird
(Andrukhova et al., 2014). Die resultierende VVolumenerhéhung und Hypertension konnte
zu einer Links-Herz-Hypertrophie fihren (Komaba, & Fukagawa, 2016). Aber auch PTH
hat gezeigt, dass es eine hypertrophe Wirkung auf Kardiomyozyten haben kann (Schluter
& Piper, 1998). Zusammenfassend ist eine schematische Darstellung moglicher Folgen

eines P-Exzesses in Abbildung 1 dargestellt.
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3.3.2.2. Nieren

Bei Hunden mit induzierter CNI konnte festgestellt werden, dass eine Hyperphosphatamie
das Fortschreiten der Erkrankung beschleunigt und die Uberlebenszeit reduziert (Brown,
Crowell, Barsanti, White, & Finco, 1991; Finco et al., 1992). Bei Patienten wirkte sich die
Gabe einer P-armen Diit positiv auf die Uberlebenszeit aus (Jacob et al., 2002), wihrend
der Proteingehalt keinen Effekt hatte (Finco et al., 1992). Ebenso konnte gezeigt werden,
dass bei Fortschreiten der CNI PTH nicht ansteigt, wenn eine P-reduzierte Diat gegeben
wird (Slatopolsky et al., 1971). Das Senken der PTH-Konzentration hatte bei Hunden mit
induzierter CNI auBerdem keinen negativen Einfluss auf das ionisierte sCa oder Calcitriol
(Lopez-Hilker, Dusso, Rapp, Martin, & Slatopolsky, 1990).

Die Hohe der sP-Konzentration konnte bei Katzen als Parameter flr das Fortschreiten einer
CNI identifiziert werden (Chakrabarti, Syme, & Elliott, 2012). Das Fortschreiten der CNI
wird hier definiert als der Anstieg des Plasmakreatinins um mindestens 25 %.

Hohe sP-Konzentrationen, wie sie durch eine exzessive orale Aufnahme von P oder bei
eingeschrankter Nierenfunktion auftreten kdnnen, haben einen zytotoxischen Effekt auf das
Epithel der Nieren (Haut, Alfrey, Guggenheim, Buddington, & Schrier, 1980; Kuro-o,
2013; Ohnishi, & Razzaque, 2010). In einem Mausmodell mit P-reicher Fitterung konnte
eine hohe sP-Konzentration mit Muskel- und Hautatrophie, Herzgeféal3verkalkungen und
dem Fortschreiten von CNI durch renale Verkalkung sowie vermehrt apoptotische Zellen,
assoziiert mit erh6htem Serumkreatinin, in Verbindung gebracht werden (Eller et al., 2011).
Das Voranschreiten der CNI wird mit zunehmender Weichgewebeverkalkungen in
Zusammenhang gebracht. Infolge der erhdhten sP-Konzentrationen steigt auch das sCaP
an. Ein sCaP > 55 mg?/dI? stellt ein erhdhtes Risiko fiir Weichgewebeverkalkungen dar
(Block, Hulbert-Shearon, Levin, & Port, 1998) und konnte bereits mit den IRIS- Kategorien
fiir Hunde mit CNI korreliert werden (Cortadellas et al., 2010; Lippi et al., 2014). Ein sCaP
> 77 mg?/dI?> hat sich dabei als negativer prognostischer Marker bei Hunden mit CNI
erwiesen (Lippi et al., 2014). Bei Menschen, die an CNI leiden, ist es daher im Hinblick auf
die Uberlebenszeit von entscheidender Bedeutung, die sP Konzentrationen sowie das sCaP
in  physiologisch niedrigen Bereichen zu halten (Locatelli et al.,, 2002).
Weichgewebeverkalkungen bei feliner CNI treten in den Nieren, der thorakalen und
abdominalen Aorta, der Magenwand sowie in den Lungengefalen auf (Barber, 1998;
Bertazzolo et al., 2003). Sowohl bei feliner als auch bei caniner CNI wird zudem von
metastatischen Verkalkungen, z.B. in den Pfoten, berichtet (Barber, 1998; Bertazzolo et al.,
2003; Jackson & Barber, 1998; Kowalewich & Hawkins, 1992). Vermutlich kommt es
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hierzu infolge eines sCaP > 70 mg?/dI? und gleichzeitig erhhtem PTH (Jackson, & Barber,
1998). Jackson und Barber (1998) berichten, dass sich die Verkalkungen in den Pfoten einer
Katze mit Stage 3 CNI innerhalb von drei Monaten aufgeltst haben, nachdem auf eine P-
reduzierte Ration umgestellt wurde. Dies ging einher mit einem sCaP von < 70 mg?/dI?
sowie einer Senkung des sP-Spiegels von 2,2 mmol/l auf 1,5 mmol/l, was innerhalb des
empfohlenen Bereichs flr die IRIS-Kategorie 3 liegt.

Weitaus haufiger als Hyperphosphatédmie ist bei der CNI der Katze aber wohl das Auftreten
eines sekundaren renalen Hyperparathyreoidismus (Barber & Elliott, 1998). Dies spricht
gegen die ,.trade off* (trade off = Ausgleich) Hypothese aus den 70er Jahren, die besagt,
dass PTH alleinig als Reaktion auf steigende sP-Konzentrationen infolge einer sinkenden
glomerularen Filtrationsrate (GFR) ansteigt (Bricker, 1972). Heute weil man, dass es noch
andere Faktoren wie beispielsweise FGF23 gibt, die mit dem Fortschreiten einer felinen
CNI assoziiert werden kénnen (Geddes, R. F. et al., 2013). Bei Hunden mit CNI entwickeln
75,9 % einen sekundaren renalen Hyperparathyreoidismus, wobei die Pravalenz mit
zunehmender IRIS-Kategorie ansteigt (Cortadellas, Fernandez del Palacio, Talavera, &
Bayon, 2010). Und ahnlich wie bei der Katze hat ein geringerer Anteil der Hunde eine
Hyperphosphatamie (68,5 %), ebenfalls mit einer zunehmenden Pravalenz bei Fortschreiten
der CNI. Bei 18,5 % der Tiere konnten auBerdem niedrige Calcitriolwerte gemessen
werden. Mit dem Fortschreiten der Erkrankung sinkt die Exkretionsleistung der Nieren fir
sP und triggert so beispielsweise PTH, um sP mdglichst lange innerhalb des Normalbereichs
zu halten. Erst wenn diese Kompensationsmechanismen nicht mehr ausreichen, steigt sP an
und man spricht von der dekompensierten CNI.

In friihen Stadien von CNI hemmt FGF23 direkt die Sekretion von PTH, indem der Klotho-
FGFR1c Komplex in der Nebenschilddrise aktiviert wird. Dies soll eine Freisetzung von
Ca und damit auch von P aus dem Knochen als Reaktion auf erhéhte PTH-Konzentrationen
verhindern (Geddes, Rebecca F. et al., 2013). Mit Fortschreiten der CNI steigt auch die
Konzentration von FGF23 im Serum an, da FGF23 am Glomerulus frei filtrierbar ist (Filler
etal., 2011). AulRerdem steigt die sP-Konzentration an sobald die GFR unter eine bestimmte
Rate sinkt (Mensch: 30 ml/min/1,75m?; (Filler et al., 2011; Westerberg et al., 2007)) und
stimuliert so die FGF23-Sekretion. Mit der Zeit kommt es zu einer Resistenz von FGF23,
da weniger FGFR1 und Klotho-mRNA sezerniert wird (Canalejo et al., 2010; Galitzer et
al., 2010; Komaba et al., 2010). Klotho kann Weichgewebeverkalkung verhindern bzw.
verzogern, indem es die renale P-Ausscheidung fordert, die glomeruldre Filtration

aufrechterhalt und direkt die Aufnahme von P in die glatten Gefalmuskelzellen verhindert
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(Hu et al., 2011; Huang & Moe, 2011). Ein Klothomangel beglnstigt daher
Weichgewebeverkalkungen (Hu et al., 2011) und kann als Fruhmarker fir CNI bei
Menschen und Maus dienen. Niedrige Klothokonzentrationen scheinen eine FGF23-
Resistenz herbeizuftihren (Lim et al., 2012). Klotho wird durch inflammatorische Zytokine
(Angiotensin Il und TGF-B1) im Verlauf einer CNI unterdriickt, weshalb immer weniger
Klotho im Umlauf ist (Sanchez-Nifio, Sanz, & Ortiz, 2013). Dies fuhrt zu weniger FGFR1c-
Klotho-Komplexen an denen FGF23 binden kann. Damit lasst die Hemmung der PTH-
Sekretion nach (Canalejo et al., 2010; Galitzer et al., 2010) und PTH steigt im Endstadium
der CNI schlussendlich an (Galitzer et al., 2010). Gleichzeitig ist mehr freies FGF23 im
Serum, welches zwar weiterhin die Calcitriolkonzentration senkt, jedoch mit ausbleibender
sP-senkender Wirkung (Geddes, Rebecca F. et al., 2013). Die hieraus folgende P-Retention
spielt eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der Chronic Kidney Disease - Mineral
and Bone Disorder (CKD-MBD; (Martin & Gonzélez, 2011)).

3.3.2.3. Knochen

Erhohte sP- Konzentrationen fuihren beim gesunden Individuum wie schon beschrieben zu
einer gesteigerten Ausschittung von PTH (Estepa et al., 1999; Silverberg et al., 1986). Die
Aufgabe von PTH ist es, sCa innerhalb eines engen physiologischen Bereiches (Hund: 2,3—
3,0 mmol/I; (Moritz, 2013)) zu halten. Dies erreicht es durch gesteigerte Ca-Absorption aus
dem Darm sowie Freisetzung von Ca aus dem Knochen. Der Rezeptor fur PTH im Knochen
(PTHRLY) ist vor allem in den Osteoblasten lokalisiert (Abou-Samra et al., 1992; Bos, Meer,
J. M. van der, Feyen, & Herrmann-Erlee, 1996). Bindet PTH nun an seinem Rezeptor, wird
das Zytokin RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa B ligand) sezerniert und
sein Inhibitor Osteoprotegerin wird gehemmt (Huang et al., 2004). RANKL ist notwendig
fur die Osteoklastenentwicklung, weshalb Dauer und Erhéhung der PTH-Konzentration
malgeblich fir das Ausmal} des Knochenabbaus ist (Nakagawa et al., 1998). Langfristig
erhohte PTH-Konzentrationen kodnnen dementsprechend zur Demineralisierung der
Knochen, mit entsprechenden Folgen wie Osteomalazie und Osteoporose, fihren.
Geschieht dies infolge einer beeintrachtigten Nierenfunktion, wenn P nicht mehr in
ausreichenden Mengen ausgeschieden werden kann und somit ein erhéhtes sCaP mit einem
relativen  Ca-Mangel  entsteht, spricht man vom  sekundaren  renalen
Hyperparathyreoidismus. Katzen mit CNI koénnen als klinische Manifestation eines

sekundaren renalen Hyperparathyreoidismus den sogenannten ,,Rubber Jaw* entwickeln
32



SCHRIFTTUM

und sich leichter Frakturen als Folge der Demineralisierung der Knochen zuziehen (Yaphe
& Forrester, 1994). Beim Hund sind beispielsweise lockere Zahne (Carmichael, Williams,
& Aller, 1995) und ebenfalls eine Osteodystrophie der Kieferknochen (Rusenov, 2010) als
klinische Manifestationen eines sekundaren renalen Hyperparathyreoidismus beschrieben.
Rusenov (2010) beschreibt in dem Fallbericht eines vier Monate alten Welpen mit
kongenitaler Niereninsuffizienz des Weiteren rdntgenologische Befunde wie zystische
Aufhellungen und eine Demineralisierung in den Rohrenknochen, mit ausgedunnter
Kompakta und generalisierter Osteoporose. Eine labordiagnostische Blutuntersuchung
zeigte erhohte PTH- sowie sP-Konzentrationen bei gleichzeitig erniedrigten sCa-
Konzentrationen.

Solch erhéhte PTH-Konzentrationen scheinen des Weiteren auch eine vermehrte Synthese
von FGF23, unabhéngig von Vitamin D, zu bedingen (Lopez et al., 2011). Das erklart auch,
weshalb man bei Patienten mit sekundarem renalen Hyperparathyreoidismus eine
Korrelation zwischen sCa und FGF23 finden kann (Evenepoel, Naesens, Claes, Kuypers,
& Vanrenterghem, 2007; Evenepoel, Viaene, & Meijers, 2011).

Der Symptomkomplex, der sich infolge des gestérten Mineral- und Knochenstoffwechsels
bei einer CNI entwickelt, wird als CKD-MBD bezeichnet. Hierzu zéhlt jegliche
Abweichung der sCa-, sP-, PTH- oder Calcitriolkonzentration, der Knochendichte bzw. des
Knochenstoffwechsels oder aber das Auftreten von Weichgewebeverkalkungen (Moe,
Drieke, Lamiere, & Eknoyan, 2007). Hohe PTH-Konzentrationen wirken
proinflammatorisch, da die resultierende Knochenresorption eine Interleukin-6
Ausschittung bedingt (Grey et al., 1999), die wiederum mit erhdhtem kardiovaskulérem
Risiko in Verbindung gebracht werden kann.
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4. MATERIAL UND METHODEN

4.1. Versuchsplan

Zur Uberpriifung der Effekte eines Phosphatexzesses auf die scheinbare Verdaulichkeit der
Trockensubstanz (TS) und der Mengenelemente sowie auf die Kinetik ausgewahlter
Serumparameter der P Hom@ostase an Hunden standen insgesamt acht gesunde, adulte
Beagles zur Verfligung. Dazu wurden im Vergleich zu einer ausgewogenen und
bedarfsdeckenden Kontrollration (CON; 100 mg P/kg KM®™; 0,4 % P in % TS) drei
Rationen mit P Exzess (HP) durch Zugabe unterschiedlicher P-Quellen Gberprift. Tabelle
2 zeigt eine Ubersicht der Versuchsrationen und der jeweils verwendeten P-Quellen. Die
Tiere erhielten ein moglichst identisches Basisfutter aus Pansen, Reis, Casein und einem
Mineral-Vitamin-Pulver, das bei den Versuchsrationen auch die jeweilige Phosphorquelle
enthielt. Ziel war es, den Erhaltungsbedarf der Hunde an P durch die Futterkomponenten
Pansen, Reis und Casein zu decken, wéhrend in den Versuchsrationen das Vierfache des P
Bedarfs tber das Supplement gedeckt wurde, sodass die Hunde insgesamt das Flinffache
ihres P-Bedarfs erhielten (500 mg P/kg KM%™; 1,7 % P TS). Um ein Ca:P-Verhiltnis
zwischen 1,3-1,4:1 zu erhalten, wurde bei den HP-Rationen mit Pi-Quellen Ca in Form von
Calciumcarbonat (CaCOs) ergénzt. In Ration HPCM wurde ausschliel3lich
Gefligelfleischkarkassenmehl als organische P-Quelle verwendet. Pi und CaCOz wurden
hier nicht eingesetzt; das Ca:P lag hier bei 1,9:1.

Alle Durchgange folgten demselben zeitlichen Ablauf: zu Beginn fand eine
Futterumstellung tber drei Tage statt, gefolgt von einer Anfiutterungsphase von zehn Tagen
und schlieBlich einer Bilanzphase von fiinf Tagen. Am letzten Tag der Bilanz (Tag 18)
wurden eine praprandiale sowie sieben postprandiale Blutproben entnommen. Zum
Zeitpunkt der praprandialen Blutentnahme hatten die Tiere fir ca. 23 Stunden nicht
gefressen. Die postprandialen Blutentnahmen erstreckten sich tber einen Zeitraum von
sieben Stunden: %2, 1, 1%, 2, 3, 5 und 7 Stunden nach der Fiitterung. Zwischen den einzelnen
Versuchsdurchgangen lag jeweils eine Wash-out-Phase von >14 Tagen. In dieser Phase
erhielten alle Hunde die bedarfsdeckende und ausgewogene Ration CON.

Der Versuch wurde durch einen Tierschutzbeauftragten der Ludwig-Maximilians-
Universitat sowie der Regierung von Oberbayern genehmigt (Aktenzeichen: 55.2-1-54-
2532-30-17).
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In Abbildung 2 ist der zeitliche Ablauf eines einzelnen Versuchdurchgangs dargestellt.

- \ \
+ (HB :

Umstellung 3d Anfiitterung 10d Bilanz 5d Wash-out > 14d

Tag 13-18 Tag 18
|

F 3 i

prapranidal +
Y, 1% ,2,3,5, Thppr

Abbildung 2: Zeitlicher Ablauf der einzelnen Versuchsdurchgéange.

Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht der verschiedenen Durchgéange mit der jeweils verwendeten
P-Quelle.

Tabelle 2: Ubersicht Giber die Versuchsdurchgénge und die jeweils verwendeten P-Quellen.

Bezeichnung Verwendete P-Quelle

CON Kontrolle

HPCM Geflugelfleischkarkassenmehl
HPNaP NaH2PO4

HPKP KH2PO4
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4.2. Versuchsfutter

4.2.1. Futterzuteilung

Die Zuteilung der Rationen erfolgte nach dem individuellen Energiebedarf bei Erhalt des
Idealgewichts des jeweiligen Tieres. Das Idealgewicht wurde vor Versuchsbeginn durch
regelmaRiges Wiegen bei Erhalt des optimalen Ernahrungszustandes ermittelt. Das
Idealgewicht ist definiert als das Kdrpergewicht mit einem Body Condition Score (BCS)
5/9 (Laflamme, D. R. P. C., 1997). Der ME-Gehalt des Basisfutters wurde, wie bei Siedler
(2018), so konzipiert, dass er den Energiebedarf des Tieres mit dem niedrigsten ME-Bedarf
deckte. Tiere mit einem hoheren Energiebedarf erhielten eine entsprechende Zulage aus
Schweineschmalz. Nach Analytik des Basisfutters wurde ein Mineral-Vitamin-Supplement
konzipiert, das den Bedarf aller Mengen- und Spurenelemente sowie Vitamine gemal NRC
(2006) deckte. Fir den Phosphorbedarf wurden 100 mg pro kg metabolischer Kérpermasse
(KM®™) angenommen (National Research Council, 2006). Dieses Mineral-Vitamin-
Supplement wurde gemaR der Korpermasse zugeteilt. Sowohl die Ration CON als auch
HPNaP sowie HPKP bestanden also aus dem Basisfutter und einem passenden Mineral-
Vitamin-Pulver. Das Mineral-Vitamin-Pulver von HPNaP und HPKP enthielt allerdings
einen entsprechend hoheren Gehalt an P und Ca, um insgesamt die Deckung des flinffachen
Bedarfs an P sowie ein ausgewogenes Ca:P von 1,4:1 zugleich erreichen zu kénnen. Die
Ration HPCM dagegen bestand aus Reis und dem Geflugelfleischkarkassenmehl ohne
Pansen und Casein. Auch hier wurde ein entsprechendes passendes Mineral-Vitamin-Pulver
allerdings ohne Ca und P erganzt.

Uber die gesamte Versuchsdauer hinweg erfolgte eine wdchentliche Uberpriifung der
Korpermasse und des BCS. Um eine Kdrpermassekonstanz bei optimalem BCS zu erzielen,
insbesondere bei jahreszeitlich bedingten Schwankungen der Umgebungstemperaturen,

wurde bei Bedarf die ME-Zuteilung in Form von Schweineschmalz entsprechend korrigiert.

4.2.2. Zusammensetzung und Nahrstoffgehalte des Basisfutters

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die Rationskomponenten des Basisfutters sowie
deren Anteile aus der Arbeit von Siedler (2018) bernommen. Tabelle 3 zeigt die
Zusammensetzung des Basisfutters, das fur die Versuche CON, HPNaP sowie HPKP
verwendet wurde. In zwei Durchgéngen (KD1, KD2) wurden Reis und Pansen gekocht, der
Pansen auBerdem gekuttert und beides zusammen mit dem Casein anschlieend mittels

eines Kutters homogen vermengt. Das Vermengen der einzelnen Komponenten erfolgte aus
36



MATERIAL UND METHODEN

technischen Grunden je Durchgang in mehreren kleinen Chargen, welche in Tabelle 4
dargestellt sind. Der Versuchsdurchgang HPCM enthielt Geflugelfleischkarkassenmehl als
P- sowie Proteinquelle. Daher wurde hier lediglich Reis, jedoch weder Pansen noch Casein
zugelegt. Das homogen vermengte Futter wurde in Portionsbeuteln bei -20 °C tiefgefroren
und vor der Verfltterung bei Zimmertemperatur Uber Nacht aufgetaut. Die Gehalte an
Mengenelementen sowie Rohnahrstoff- und Energiegehalte des Basisfutters sind in den
Tabellen 5 bzw. 6 aufgefiihrt. Tabelle 7 zeigt die Gehalte an Mengenelementen,
Rohnéhrstoffen sowie Energiegehalt der Ration HPCM. Die Gehalte fur Natrium, Kalium
sowie Chlorid lagen unterhalb der Nachweisgrenzen. Fir Natrium liegt diese fir die
verwendete Methode bei 23 mg/100g (10 mmol/l), fir Kalium bei 20 mg/100g (5 mmol/l)
und fir Chlorid bei 18 mg/100g (5 mmol/l).

Tabelle 3: Anteile der verwendeten Komponenten des Basisfutters fur die Versuchsrationen
CON, HPNaP sowie HPKP.

Komponente Anteil [%]
Pansen, gekocht 63,8

Reis, gekocht 31,9
Casein 4,3

Tabelle 4: Verwendung der verschiedenen Kochdurchgénge flr die Versuchsdurchgéange.

Verwendung fur
Kochdurchgang Anzahl der Chargen i
Versuchsration
KD1 4 CON
KD2 8 HPNaP, HPKP

*KD = Kochdurchgang.
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Tabelle 5: Gehalte an Mengenelementen in mg/100g TS der verschiedenen
Kochdurchgange. Die Gehalte der verschiedenen Chargen wurden gemittelt und als
Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.

KD Ca P Na K Mg Cl

KD1 (n=4) 397 £109 | 326 +44 | u.NWG uNWG 70+ 17 uNWG

KD2 (n = 8) 550 £ 228 | 564 + 125 | u.NWG u.NWG 80+44 uNWG

*KD = Kochdurchgang, Ca = Calcium, P = Phosphat, Na = Natrium, K = Kalium, Mg = Magnesium,
Cl = Chlorid, u.NWG = unterhalb der Nachweisgrenze.

Tabelle 6: Die Rohnahrstoff- [% TS] und Energiegehalte [MJ ME/100g TS] in den
Futtermischungen der verschiedenen Kochdurchgidnge (KD). Die Gehalte der

verschiedenen Chargen wurden gemittelt und als Mittelwert + Standardabweichung

dargestellt.
KD TS Rp Ra Rfa Rfe ME
KD1 (n=4) 403 39+4 320 1+0 36+ 6 320
KD2 (n =8) 38+2 44 + 3 4+1 1+0 26 +5 20

*KD = Kochdurchgang, TS = Trockensubstanz, Rp = Rohprotein, Ra = Rohasche, Rfa = Rohfaser,
Rfe = Rohfett, ME = umsetzbare Energie.

Tabelle 7: Gehalte der Mengenelemente [mg/100g TS], Rohnéhrstoff- [% TS] und
Energiegehalte [MJ/100g TS] der HPCM-Ration.

Versuch Ca P Na K Mg Cl
HPCM 4098 2150 240 338 128 u.NWG

Versuch TS Rp Ra Rfa Rfe ME
HPCM 55 54 12 0 9 2

*KD = Kochdurchgang, Ca = Calcium, P = Phosphat, Na = Natrium, K = Kalium, Mg = Magnesium,
Cl = Chlorid, TS = Trockensubstanz, Rp = Rohprotein, Ra = Rohasche, Rfa = Rohfaser, Rfe = Rohfett,

ME = umsetzbare Energie, u.NWG = unterhalb der Nachweisgrenze.
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4.2.3. Zusammensetzung der Mineral-Vitamin-Supplemente

Das Mineral-Vitamin-Pulver diente dazu, die bedarfsdeckende Versorgung sédmtlicher
Mengen- und Spurenelemente sowie Vitamine in den Versuchsrationen sicher zu stellen.
Das Pulver auf Maisstarkebasis enthielt neben den nétigen Mineralstoffen und Vitaminen
bei HPNaP sowie HPKP auch die zu testende P-Quelle sowie auBer bei HPCM eine Ca-
Zulage (CaCOs3), um ein Ca:P-Verhéltnis von 1,3-1,4:1 einzustellen. Diese Komponenten
wurden in geeigneten Mischern zu einem Mineral-Vitamin-Pulver gemischt und vor der
Verwendung auf seine Genauigkeit hin analysiert (Tabelle 8). Je nach Volumen wurde
entweder ein Eppendorf-Cup oder ein CoultergefaR fir die Einwaage der individuellen
Menge an Mineral-Vitamin-Pulver fir jeden Hund verwendet. Vor der Verfitterung wurden
das Mineral-Vitamin-Pulver und das Schweineschmalz mit einer entsprechenden Menge
des Versuchsfutters homogen vermengt. In HPCM war die P-Quelle bereits im
Versuchsfutter enthalten, sodass dieses Mineral-Vitamin-Pulver kein P enthielt. Auch eine

CaCOs-Zulage war in dieser Ration nicht notwendig.

Tabelle 8: Gehalte an Trockensubstanz [%] und an Mengenelementen [mg/100g TS] der

Mineral-Vitamin-Supplemente der verschiedenen Versuchsrationen.

Versuch | TS Ca P Na K Mg Cl
CON 95 9863 6611 3863 20326 109 23326
HPCM 95 253 21 21 40768 5 37418
HPNaP 93 16095 11147 8789 3779 551 3484
HPKP 95 16000 11158 821 14842 0 1105
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4.2.4. Zusammensetzung und Nahrstoffgehalte des Kontrollfutters und der verschiedenen
Versuchsfutter

In Tabelle 9 sind die Gehalte an Rohnéhrstoffen und umsetzbarer Energie der
Versuchsrationen dargestellt, wahrend Tabelle 10 den Mengenelementgehalt, die Kationen-
Anionen-Bilanz (KAB) sowie das Ca:P wiedergibt. In der Versuchsration HPCM konnte
ein Ca:P von 1,4:1 nicht eingehalten werden. Aufgrund der hier verwendeten P-Quelle,
einem Gefllgelfleischkarkassenmehl, wies diese Ration, ohne CaCOs- Zulage, ein Ca:P von
1,9:1 auf.

Tabelle 9: Ubersicht der Gehalte an Rohnéahrstoffen [% TS] und Energiegehalt [MJ
ME/100g TS] der einzelnen Versuchsrationen, jeweils ohne Schweineschmalzzulage.

Versuch | Rp Ra Rfa Rfe ME
CON 37 7 1 36 2,3
HPCM 54 13 0 9 1,9
HPNaP 34 22 4 25 1,8
HPKP 34 21 1 25 1,8

*Rp = Rohprotein, Ra = Rohasche, Rfa = Rohfaser, Rfe = Rohfett, ME = umsetzbare Energie.

Tabelle 10: Darstellung der Gehalte an Mengenelementen [mg/100g TS] sowie der KAB
[mmol/kg TS] der einzelnen Versuchsrationen ohne Schweineschmalzzulage.

Versuch | Ca P Na K Mg Cl Ca:P KAB
CON 804 595 162 875 192 981 1,4 64
HPCM | 4066 2133 238 658 127 296 19 797
HPNaP | 3477 2571 1700 731 164 674 14 692
HPKP 3302 2409 151 2721 58 203 14 727

*Ca = Calcium, P = Phosphat, Na = Natrium, K = Kalium, Mg = Magnesium, Cl = Chlorid, KAB = Kationen-

Anionen-Bilanz.
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4.3. Versuchstiere

In der vorliegenden Studie fanden acht gesunde adulte Beagles, sowohl intakte als auch
kastrierte Tiere beiderlei Geschlechts, im Alter von 2,9 + 1,0 Jahren Verwendung, die alle
aus der eigenen Zucht des Lehrstuhls stammten (Tabelle 11). Sie wurden von Welpenalter
an mit einem eigens konzipierten Medical-Training mittels Clicker gezielt auf MalRnahmen,
wie die wdchentliche Allgemeinuntersuchung oder Blutentnahmen, vorbereitet. Vor
Versuchsbeginn wurde eine vierwochige Vorversuchsphase durchgefuhrt. In dieser Zeit
erhielten die Hunde eine Ration auf Basis eines kommerziell erhéltlichen Trockenfutters.
Dieses deckte den exakten P-Bedarf fiir die Erhaltung ohne Exzess. Des Weiteren wurden
die Tiere wahrend dieser Phase wdchentlich gewogen, um so den individuellen
Energiebedarf bei idealem Korpergewicht (BCS 5/9) zu bestimmen. AulRerdem wurde eine
parasitologische Kotuntersuchung durchgefiihrt und bei positivem Befund fand eine
Behandlung der Hunde mit Anthelminthika statt. Bei den Hunden wurden auch in dieser
Phase des Weiteren standardmé&fRig eine wochentliche allgemeine Gesundheitskontrolle
durch die Tierpfleger sowie eine einmalige Untersuchung vor Versuchsbeginn durch einen
Tierarzt durchgefiihrt. Demnach waren die Hunde zu Versuchsbeginn klinisch gesund. Uber
den gesamten Verlauf der Studie wurde wdchentlich eine allgemeine Gesundheitskontrolle
durch die Tierpfleger durchgefihrt. Bei Aufféalligkeiten fand eine eingehende Untersuchung
durch den diensthabenden Tierarzt statt, der bei Bedarf eine geeignete Therapie verordnete.
Samtliche MalRnahmen wurden aufgezeichnet. Die Korpermasse der Tiere betrug 14,0+ 1,1
kg (Tabelle 11). Fiur das Wiegen der Hunde wurde eine geeichte Waage mit
Tierwdgeprogramm verwendet. Das Gewicht wurde im gesamten Verlauf der Studie
waochentlich kontrolliert und protokolliert. Bei Abweichung der Kdrpermasse vom

Idealgewicht wurde die Energiezuteilung in Form von Schweineschmalzzulage korrigiert.
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Tabelle 11: Daten der Versuchstiere zu Versuchsbeginn.

Ideal-
Geburts- Alter ] _
Nr. | Name sex | Chip-Nr. gewicht
datum [Jahre]
[ka]
1 Monty 19.02.2016 |14 mk | 276098106037541 | 15,0
2 Neville 31.12.2013 | 3,6 mk | 276098104750159 | 14,5
3 Silvester | 31.12.2013 | 3,6 mk | 276098104745372 | 14,2
4 Elliot 30.03.2014 | 3,3 mk | 276098104883055 | 15,0
5 Manni 02.04.2014 | 3,3 mk | 276098104768395 | 14,2
6 Franzl 02.04.2014 | 3,3 mk | 276098104748765 | 14,5
7 Dori 22.06.2016 | 1,1 w 276098106134607 | 13,5
8 Hedwig | 31.12.2013 | 3,6 w 276098104745410 | 11,3

*m = mannlich, w = weiblich, k = kastriert.

4.4. Versuchstechnik

Die Tiere wurden, aul3er wéhrend der funftdgigen Bilanzphase, fir die gesamte Dauer der
Studie tagsuber in ihren gewohnten Gruppen in AuBenzwingern gehalten
(8:30 — 15:30 Uhr). Uber Nacht waren die Hunde einzeln in ausreichend groRen Zwingern
mit eingestreuten Schlafplatzen im klimatisierten Innenbereich untergebracht, wobei die
Tiere Sichtkontakt zueinander hatten, da die Abtrennungen der Zwinger aus Gitterstében
bestanden. Kontakt zu den Pflegern bestand mehrmals taglich. Da die Hunde tagsuber in
Gruppen im AufRenauslauf gehalten wurden und die Pfleger regelmaRig fiir kleine Spiel-
und Trainingseinheiten sorgten, konnte eine ausreichende Bewegung und Beschéftigung
der Tiere sichergestellt werden.

Wasserschusseln in den AuBenzwingern wurden von den Pflegern taglich gereinigt und neu
befillt. In den Einzelzwingern im Innenbereich waren Nippeltranken angebracht. Auf diese
Weise war der freie Zugang zu sauberem Trinkwasser fur die gesamte Versuchsdauer
gewahrleistet.

Die Zuteilung der Versuchsration erfolgte fir jedes Tier einzeln. Jede Mahlzeit wurde je

Tier einzeln eingewogen und mit einer definierten Menge des Mineral-Vitamin-Pulvers
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sowie der Schweineschmalzzulage vermengt. Anschliefend wurden die Rationen an die
Hunde in den Einzelzwingern im Stall verfttert. Dies erfolgte in EdelstahIndpfen und in
einer definierten Reihenfolge, die flr die gesamte Versuchsdauer beibehalten wurde. Die
Hunde hatten bis zu einer Stunde Zeit fur die Futteraufnahme. Es wurde darauf geachtet,
dass die Hunde die Versuchsfuttermengen freiwillig vollstandig fralRen. Es war geplant,
maogliche Rickwaagen in allen Versuchsphasen gleichermal3en zu protokollieren, um die
Futter- bzw. N&hrstoffaufnahme des Einzeltieres beurteilen zu kdénnen.

Wahrend der funftdgigen Bilanzphase wurden die Hunde ausschlieBlich in ihren
Einzelzwingern im Innenbereich gehalten und waren nicht in ihren Gruppen. Um das
quantitative Sammeln des Kots zu erméglichen und eine Kontamination des Kots durch
Spéne, die als Einstreu fir die Schlafplatze diente, zu vermeiden, wurde das Einstreu durch
Gummimatten ersetzt. In der Bilanzphase wurde der Kontakt der Hunde mit ihren Pflegern
und dem Doktoranden besonders intensiv gepflegt. Um den Tieren Frischluft und
Abwechslung zu bieten, wurden sie viermal taglich beaufsichtigt auf dem Gelénde der
Tierhaltung an der Leine Spazieren gefiihrt. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Tiere
nichts fral3en, eventuell abgesetzter Kot wurde vollstandig aufgesammelt. Das Futter wurde
in der Bilanzphase taglich um 08:00 Uhr fiir eine Stunde angeboten. Die Bestimmung und
Protokollierung der téglichen Trinkwassermenge war aus technischen Griinden nicht
moglich. Besondere Beobachtungen beziglich des Trinkverhaltens wie ein vermehrtes
Aufsuchen der Nippeltranken sollte aber in den Versuchsprotokollen notiert werden. Des
Weiteren wurde wahrend der Bilanzphase angestrebt, zweimal taglich spontan abgesetzten
Urin mit Hilfe eines speziellen Urinauffangbechers (UriCollect, Covetrus GmbH,
Deutschland) zu sammeln. Dazu wurden die Hunde an der Leine tber das Geldnde gefthrt.
Ziel war es, einmal praprandial und einmal 2-4 Stunden postprandial Urin zu sammeln.
AnschlieBend wurden zeitnah pH und Dichte im Urin gemessen und die Proben bis zur
weiteren Analytik bei -20 °C tiefgefroren. Aus technischen sowie tierschutzrelevanten
Griinden war es nicht moglich, die Gesamttagesurinmenge aufzufangen, da hierzu die
Haltung in einem Stoffwechselkéfig von NoOten gewesen ware, was jedoch eine
betrachtliche Einschrankung fir die Hunde bedeutet hatte. Der Kot wurde mdglichst
umgehend nach der Defékation quantitativ eingesammelt, gewogen und bis zur weiteren

Verarbeitung der Proben bei -20 °C eingefroren.
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4.4.1. Probenaufbereitung und angewandte Untersuchungsmethoden
4.4.1.1. Futter
GemaR dem Methodenbuch fir die chemische Untersuchung von Futtermitteln (Naumann
& Bassler, 1976) wurde das Futter mittels Weender-Analyse auf seine Gehalte an
Rohnéhrstoffen hin untersucht.
Die Trockensubstanz (TS) wurde ermittelt, indem von jeder Futtercharge eine Probe in eine
Aluminiumschale eingewogen wurde. AnschlieBend fand eine Trocknung im
Trockenschrank (Venticell, LSIS-B2V/VC 111, MMM Medcenter GmbH, Deutschland) flr
mindestens vier Stunden bei 103 °C bis zur Gewichtskonstanz statt. Die TS wurde dann
mittels folgender Formel errechnet:

Auswaage getrocknetes Futter (g)

TS [%] = x 100
(%] Einwaage urspringliche Substanz (uS) (g)

Die derart getrocknete Probe wurde in einer Messermuhle (Grindomix GM 200, RETSCH
GmbH, Deutschland) vermahlen.

Das Rohprotein (Rp) wurde mittels Kjeldahlverfahren gemessen. Um den Stickstoff (N) in
seine Ammoniumform (NHa") zu {berfiihren, wurde eine Oxidierung der Probe in
konzentrierter Schwefelsdure (H.SO4) durchgefiihrt (Digestor 2020, Foss, D&nemark).
Nach der Zugabe von 32 %iger Natronlauge (NaOH) wird Ammoniak (NHs) freigesetzt,
der in 1 %ige Borsdure (H3BO3) Uberdestilliert und titrimetrisch gegen Salzséure (HCI)
gemessen wird (Kjeltec 2400, Foss, Danemark). Da Protein im Schnitt 16 % N enthalt,
konnte von dem ermittelten N-Gehalt auf das im Futter enthaltene Rp mittels folgender

Formel geschlossen werden:

Rp [%] = N X 6,25

Die Bestimmung der Rohasche (Ra) erfolgte gemal VDLUFA (2012) durch sechsstundige
Veraschung der Probe bei 550 °C im Muffelofen (Thermicon P, Heraeus Instruments
Thermo Fisher Scientific, USA).

Der Gehalt an Rohfaser (Rfa) gemal der Weender Analyse ist definiert als derjenige fett-
und aschefreie Rickstand, der sowohl in verdiinnten S&uren als auch Laugen unlgslich ist.
Um die Rfa zu bestimmen, wurde die Probe zunéchst fir dreiBig Minuten in 1,25 %iger
Schwefelsdure (H2SO4) gekocht. Anschliefend wurde die Probe mit heilem Wasser
gewaschen, worauf eine weitere 30minutige Kochung in 1,25 %iger Kalilauge (KOH)

erfolgte (Fibertec 2010 Hot Extractor, Foss, Danemark). Der Riickstand wurde mit Aceton
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(C3HeO) gewaschen (Tecator Cold Extractor, Foss, Danemark), getrocknet und verascht
(Nabertherm Controller P320, Nabertherm GmbH, Deutschland). Der Rfa-Gehalt wurde
aus der Differenz des fettfreien Rickstands und der erhaltenen Asche berechnet.

Fur die Bestimmung des Gehaltes an Rohfett (Rfe) wurde die Probe zunéchst vorentfettet.
Nach der Einwaage der Probe in Zellulosehilsen (Ref.nr. 15220030, Foss, Danemark),
erfolgte die Extraktion der Probe in Petrolather (Siedepunkt 40—60 °C) im Soxhletapparat
(Tecator 2050 Soxtec Avanti Extraktionssystem, Foss, Danemark). Daraufhin wurde ein
Saureaufschluss nach der Weibull-Stoldt-Methode (Stoldt, 1949) durchgefiihrt, worauf eine
weitere Extraktion im Soxhletapparat mittels Petrolather folgte.

Die stickstofffreien Extraktstoffe (NfE) wurden schliellich rechnerisch bestimmt:
NfE [%] =TM — (Ra+ Rfe + Rfa + Rp)
Auch die organische Substanz (0S) wurde rechnerisch ermittelt:
oS [%] =TS [%] — Ra [%]

Die umsetzbare Energie (ME; metabolisable energy) wurde mit Hilfe folgender Formel fur
selbst zubereitete Rationen abgeschétzt (Atwater, 1902; National Research Council, 2006;
Rubner, 1902):

ME [kcal] = (4 X Rohprotein [g]) + (9 X Rohfett [g]) + (4 X NfE [g])

Die Kationen-Anionen-Bilanz (KAB) wurde mit nachstehender Formel berechnet (Kienzle
& Wilms-Eilers, 1994; Schuknecht, 1991):

mmol
KAB [W] =49,9 X Ca+ 82,3 XxMg+43,5%x Na+ 25,6 XK

—64,6 X P — 28,2 X Cl —13,4 X Met — 16,6 X Cys
*Ca = Calcium, P = Phosphat, Na = Natrium, K = Kalium, Mg = Magnesium, Cl = Chlorid, Met = Methionin,
Cys = Cystein.

Die Gehalte an schwefelhaltigen Aminosdauren Methionin (Met) und Cystein (Cys), wurden
mit Hilfe entsprechender Angaben aus Nahrwerttabellen (Souci, Fachmann, Kraut, &
Andersen, 2016) kalkuliert.
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AnschlieBend wurde der zu erwartende Harn-pH-Werte mit Hilfe nachfolgender Formel
abgeschatzt (Behnsen, 1992):

mmol
kgTS

Harn — pH — Wert = 6,59 + 0,0019 X KAB [

4.4.1.2. Kot

Waéhrend der funftagigen Bilanzphase wurde der Kot jedes Tieres quantitativ gesammelt.
Der Kot eines Tages wurde je Tier in einer Aluminiumschale gewogen und bei -20 °C
gefroren. Nachdem die Proben durchgefroren waren, wurden sie in einem Lyophilisator im
Vakuum gefriergetrocknet (Modell: T 22 K-E-6, Piatkowski- Forschungsgerate,
Deutschland). Nach der Gefriertrocknung wurden Nicht-Futter-Bestandteile wie Steinchen,
Holz oder Anteile der Gummimatten aus der Probe herausgesammelt und separat gewogen.
Dieser Anteil wurde schliellich von der Kotmasse [g/uS] subtrahiert. AnschlieRend wurde
auch die lyophilisierte Kotmasse gewogen. Die TS ergibt sich schlieBlich anhand folgender
Formel:

Kot (lyophilisiert)[g]
Kot (uS)[g] — Nicht-Futter-Bestandteile [g]

TS (Kot) = ( ) X 100
Der getrocknete Kot der funftatigen Bilanzphase wurde dann je Tier zu einer Sammelprobe
vereinigt. Anschlielend wurde die Sammelprobe in einer Messermiihle (Grindomix GM
200, RETSCH GmbH, Deutschland) vermahlen und die Rohnéhrstoffe mit Hilfe der
Weender-Analyse (siehe 4.5.1.) bestimmt. Die scheinbare Verdaulichkeit (sV) der
Rohnahrstoffe wurde anhand der nachfolgenden Formel berechnet:

(Menge im Futter [g]) — (Menge im Kot [g])

V[%] = x 1009
sV %I Menge im Futter [g] %

4.4.1.3. Urin

Der pra- und 2-4 Stunden postprandial spontan abgesetzte Urin wurde mittels einem
speziellen Auffangbehéltnis (UriCollect, Covetrus GmbH, Deutschland) gesammelt. Es
folgte eine Temperierung der Urinproben in einem Wasserbad bei 21 °C, da der pH-Wert
sowie das urinspezifische Gewicht (USG) temperaturabhangig sind. Der pH-Wert wurde
mittels eines pH-Meters (pH 325-A, WTW, Deutschland) und das USG mit Hilfe eines
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Refraktometers (HRM-18, Kriiss Optronics GmbH, Deutschland) gemessen. Ubriger Urin
wurde bis zur weiteren Analytik bei -20 °C gelagert. Fur die weitere Analytik wurde der
Urin langsam bei Raumtemperatur aufgetaut. AnschlieRend wurden die Proben auf ihre P-
Konzentrationen hin (siehe 4.4.2.) sowie hinsichtlich der Kreatinin-Konzentration (Crea)
untersucht. Die Bestimmung von Crea erfolgte mittels einem nasschemischen Verfahren
nach Jaffé (MicroVue Creatinine Assay Kit, Quidel Corporation, USA) mit dem Photometer
(Sunrise Tecan, TECAN AG, Schweiz). Die Prioritdt der zu analysierenden Parameter,
abhangig vom vorhandenen Probenvolumen, war in absteigender Reihenfolge wie folgt: P,
Crea, Ca, Na, K, Mg, CI. Da es in der vorliegenden Studie aus technischen Griinden nicht
maoglich war, Urin Gber 24 Stunden zu sammeln, wurden die P-Konzentrationen in Relation
zu den gemessenen Crea-Konzentrationen gesetzt (P/Crea) und die Differenz (Diff.)
zwischen dem pra- (prpr) und dem postprandialen (ppr) P/Crea in Prozent berechnet. Dieser
Wert diente als Indikator fir die Anderung der postprandialen renalen P-Exkretion, im

Vergleich zur praprandialen. Die Berechnung der Diff. (ﬁ) [%] erfolgte anhand dieser

Formel:
mmol mmol
p Crea [mr?ol] Crea [mr;lol]
. — 0
Diff. (Crea) praveny X 100%
P =1l prpr
Crea [mr;wl]

*ppr = postprandial, prpr = praprandial.

4.4.1.4. Blut

Am letzten Tag der Bilanzphase (Tag 18 des jeweiligen Versuchsdurchgangs) wurde Blut
eine Stunde préaprandial (~23 Stunden nach der letzten Futteraufnahme) genommen.
Postprandial wurde mit sieben Blutentnahmen eine Zeitspanne von sieben Stunden nach der
Futterung abgedeckt. Die Entnahmen erfolgten hier %, 1, 1%, 2, 3, 5 und 7 Stunden
postprandial. Fur alle Blutentnahmen wurde Uber den gesamten Studienzeitraum die gleiche
Reihenfolge der Hunde eingehalten, welche auch der Reihenfolge bei der Futterung
entsprach. Fur die Blutentnahmen wurden die Hunde von einem ihnen vertrauten Pfleger

gehalten und die Vena cephalica antebrachii wurde manuell ohne Stauschlauch gestaut.
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Nach Reinigung der Haut erfolgte die Punktion der Vene mittels einer 20 Gauge Kaniile. Je
Blutentnahme wurde jedem Tier ein Volumen von insgesamt 8ml entnommen. Davon
wurden 6ml in einem Serumrohrchen fur die Analytik von PTH, bALP, CrossLaps sowie
der Mengenelemente verwendet. Diese Vollblutproben wurden nach 15-30 Minuten (min.)
bei Raumtemperatur bei 1260 x g (3000 Umdrehungen pro Minute) fir 10 min. zentrifugiert
(Labofuge A, Heraeus Sepatech, Deutschland). Von dem gewonnenen Serum wurde dann
eine definierte Menge, entsprechend der bendtigten Menge fiir die Analytik, mittels einer
Mikropipette in ein Eppendorf-Safelock-Cup je Parameter aliquotiert. Auflerdem wurden
2ml Vollblut in einem separaten Serumréhrchen entnommen und fir die Bestimmung von
FGF23 verwendet. Dieses Rohrchen ruhte fiir zwei Stunden bevor die Probe bei 560 x g
(2000 Umdrehungen pro Minute) fir 15 min. zentrifugiert wurde (EBA 280 S, Hettich,
Germany). Das gewonnene Serum wurde dann ebenfalls in ein Eppendorf-Safelock-Cup
pipettiert und sofort tiefgefroren. Alle Eppendorf-Cups wurden bei -80 °C bis zur Analytik
gelagert.

Die Hunde wurden von Welpenalter an das Prozedere bei der Blutentnahme gewodhnt (siehe
4.3.), um einen mdoglichen Einfluss von Stress auf die Probenqualitdt mdglichst zu
vermeiden (Leidinger, Herrmann, Thone-Reineke, Baumgart, & Baumgart, 2017; Roth,
2018; Schapiro, Magden, Reamer, Mareno, & Lambeth, 2018).

Zur Bestimmung von FGF23 im Serum wurde ein ELISA-Kit (KAINOS FGF23 ELISA,
KAINQOS Laboratories Inc., Japan) verwendet. Hierbei handelt es sich um ein Sandwich-
ELISA mit einem mucinen monoklonalen Antikdrper gegen das humane FGF23. Der Kit
wurde urspriinglich zur Messung von FGF23 beim Menschen entwickelt, ist aber bereits fur
den Hund validiert worden (Harjes et al., 2017). Zwar wurde bisher kein Referenzbereich
fiir den Hund festgelegt, allerdings haben Harjes et al. (2017) bei gesunden adulten Hunden
(n = 10) Werte in folgendem Bereich gemessen: 315 (211-449) pg/ml.

Die Proben fiur die PTH-Analytik wurden auf Trockeneis via Expressversand an das
untersuchende Labor (ALOMED Miuller GmbH & Co.KG, Deutschland) geschickt. Dort
wurde ein direkter luminometrischer Sandwich-Immunoassay (ILMA) zur Bestimmung
von intaktem caninen PTH durchgefihrt. Dabei werden zwei poliklonale Ziegenantikorper
gegen verschiedene Epitope des intakten humanen PTHs verwendet. Der erste Antikérper
zielt auf das N-terminale Epitop (1-34) ab und wirkt als Indikator, indem er dieses mit
Acridiniumester markiert. Der zweite, festphasengebundene Antikorper ist gegen das C-
terminale Epitop (39-84) gerichtet. Fir diese Methodik wird vom Labor bei gesunden,

adulten Hunden flr canines intaktes PTH ein Referenzbereich von 8-45 pg/ml angegeben.
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Der Marker fir die Aktivitat von Osteklasten, CrossLaps, wurde mittels einem ELISA-Kit
fir humanes Serum (Serum CrossLaps ® (CTX-I) ELISA kit; ids GmbH, Deutschland)
gemessen, der bereits flr Hunde validiert worden ist. Demnach liegt der Referenzbereich
fiir adulte Hunde bei 0,11-1,83 ng/ml (Beli¢ et al., 2012). Werte, die im eigenen Labor im
Rahmen anderer Studien gemessen wurden, lagen bei gesunden adulten Hunden meist im
Bereich von 0,1 ng/ml (Schmitt et al., 2018; Schmitt & Dobenecker, 2020).

Der Marker fur die Aktivitdt von Osteoblasten, bALP, wurde mit einem
Enzymimmunoassay (MicroVue™ Bone BAP EIA; Quidel®, USA) gemessen, der bereits
fiir den Gebrauch beim Hund validiert wurde. Dieser Assay entspricht der Standardmethode
gemil der ,,Deutschen Gesellschaft fiir Klinische Chemie” und nutzt als Substrat ein P-
Nitrophenyl-Phosphat, abgepuffert mit Diethanolamin. Wenn Magnesium und Zink
vorliegen, wird das P-Nitrophenyl-Phosphat durch die Phosphatasen in P und P-Nitrophenol
gespalten. Der Anteil an hierbei freigesetztem P-Nitrophenol entspricht der Aktivitat der
knochenspezifischen alkalischen Phosphatase und kann photometrisch gemessen werden.
Der Referenzbereich flr adulte Hunde liegt bei 6,7+3,6 U/L (Allen et al., 2000). Werte, die
bei Hunden im Rahmen anderer Studien im eigenen Labor gemessen wurden, waren
tendenziell etwas hoher, aber in einem ahnlichen Bereich (Schmitt et al., 2018).

Die Konzentrationen von Ca und P in den Serumproben wurde im institutseigenen Labor
bestimmt (siehe 4.4.2. fiir die verwendete Methode).

Fiir alle bestimmten Serumparameter wurde anschlieBend die ,,Area under the curve* fiir
den Zeitraum von der Fitterung bis sieben Stunden postprandial (AUCo.7) mit Hilfe dieser

Formel berechnet:

AUCo-7  sValue(t = 0) — sValue(t = 0,5)
2X[(t=0,5)—(t=0)]

sValue(t = 0,5) — sValue(t = 1,0)
2x[(t=1,00—(t=0,5)]

+ ]

sValue(t = 5,0) — sValue(t = 7,0)
2% [(t=7,0)—(t=5,0)]

*t = Zeitpunkt, sValue = Serumkonzentration.
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4.4.2. Bestimmung von Mengenelementen in Kot, Urin, Serum und Futter

Bei den Futter- und Kotproben wurden die jeweiligen Gehalte an Ca, P, Na, K, Mg und CI
bestimmt. Die Serumproben wurden hinsichtlich Ca und P, der Urin lediglich auf P
untersucht. Dabei erfolgte die jeweilige Analytik gemaR dem Methodenbuch fir die
chemische Untersuchung von Futtermitteln (Naumann, & Bassler, 1976).

Hierzu wurden die Futter- und Kotproben in 65 %iger Salpetersaure (HNOz) mit Hilfe eines
Mikrowellensystems (MLS-Ethos 1600, MLS GmbH, Deutschland) nass verascht (JanRen,
Matter, RieR, & Seifert, 2006), um schlieflich in der mit Reinstwasser verdinnten Saure,
mit der vollstandig geldsten Futter- bzw. Kotprobe, die Mengenelementkonzentrationen zu
bestimmen.

Die Bestimmung von P erfolgte in allen Proben nach der Vanadat-Molybdat-Methode,
modifiziert nach Gericke und Kurmies (Gericke & Kurmies, 1952), bei 366nm im
Photometer (Thermo Spectronic, Genesys 10uv, Thermo Fisher Scientific, USA).
AuRerdem wurden die Anteile an l6slichem P nach einer Minute in H20 (Psoi1) gemaR der
Methode von Lineva et al. (2018) im Futter und im Kot bestimmt. Anschlielend wurde auch
fur Psoip die sV berechnet (siehe 4.4.1.2.).

Die Messung von Ca, Na und K erfolgte im Flammenphotometer (Eppendorf EFOX 5033,
HJG Spezialmesssysteme, Deutschland). Aus den Konzentrationen von P und Ca im Serum
wurde dann das Produkt der beiden Mineralstoffe (sCaP) als Indikator fir mogliche
Weichgewebeverkalkungen berechnet. Die Konzentration von Mg wurde mittels
Atomabsorptionsspektrometrie (Perkin EImer Analyst 800, Thermo Fisher Scientific, USA)
ermittelt. In Urin wurde CI direkt in der Probe mittels Chloridmeter (Slamed Chloridmeter
50 pl, slamed®, Deutschland) bestimmt, wéahrend Futter- und Kotproben zu diesem Zweck

verdiinnt wurden.

4.4.3. Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte mittels der IBM SPSS 24.0 Software (IBM,
Deutschland). Da jeder Hund sowohl den Kontrolldurchgang als auch alle P-Exzess-
Durchgénge durchlief, wurden statistische Methoden verwendet, welche die Abhangigkeit
der Daten berticksichtigen. Der paarweise Vergleich aller vier Durchgénge fiir jeden Hund
wurde erstellt und mittels visueller Betrachtung der g-g-Plots auf relevante Unterschiede
hinsichtlich der Normalverteilung untersucht. Bei Normalverteilung wurden die Daten als

Mittelwert (MW) + Standardabweichung (s) dargestellt. Andernfalls wurden sie als Median
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mit dessen Interquartilrange (IQR) angegeben [Schreibweise: Median (25 %/75 %)]. Alle
Ergebnisse wurden mit Hilfe einer einfaktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholung
(one way RM ANOVA) auf signifikante Unterschiede hin untersucht. Fir den paarweisen
Vergleich wurde der post-hoc-Test nach Bonferroni durchgefuhrt. P-Werte <0,05 wurden

als signifikant erachtet.
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5. ERGEBNISSE

5.1. Gesundheitszustand und Allgemeinbefinden der Versuchstiere

5.1.1. Vor Versuchsbeginn

Mittels einer klinischen Allgemeinuntersuchung und einer Kotuntersuchung wurde der
Gesundheitszustand aller acht Hunde bereits vor Versuchsbeginn tberpriift. Dabei ergab
die Kotuntersuchung einen Befall mit Giardien (Koproantigen-Nachweis). Die
Versuchstiere wurden daraufhin mit Anthelminthika behandelt. Kurz vor Versuchsbeginn
wurde nochmals eine Kotuntersuchung durchgefiihrt, deren Ergebnis negativ war. Alle
Tiere waren gemald der Impfempfehlung der Standigen Impfkommission Vet fir Hunde

geimpft.

5.1.2. Wahrend des Versuchs

Hund 1 hatte an einem Tag wéhrend der Bilanz, an Tag 16 des Kontroll-Versuchs, einmalig
Durchfall, setzte am selben Tag aber auch festen Kot ab. Das Tier war ansonsten bei
ungestortem Allgemeinbefinden und gutem Appetit. Der gleiche Hund zeigte an Tag 10 der
Wash-Out-Phase von HPCM eine Hautwunde, aufgrund derer er fiir sieben Tage zweimal
taglich Amoxicillin- Clavulanséure per os (Dosierung: 10 mg/kg KM) erhielt. Die Wunde
ist ohne Komplikationen verheilt.

Hund 2 verweigerte an Tag 10 von HPKP sein Futter, hatte an diesem Tag Durchfall und
erbrach sich, wahrend das Abdomen angespannt war. Er erhielt einmalig ein Antiemetikum
(Maropitant; Dosierung: 1 mg/kg KM subkutan) und zweimalig Buscopan compositum
(Dosierung: 50 mg Metamizol-Natrium/kg KM und 0,4 mg N-Butylscopolaminium-
bromid/kg KM bzw. 0,1 ml Buscopan compositum/kg KM intramuskuldr). Bereits am
néchsten Tag fral der Hund wieder mit Appetit und war klinisch unauffallig. Da Hund 2
somit an einem Tag kein Futter aufgenommen hat, wurde die Versuchsphase bei diesem
Tier um einen Tag verldngert und entsprechend einen Tag spater mit der Bilanz begonnen.
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5.2. Kdrpermassen der Tiere
Die Versuchshunde wurden in der Vorversuchsphase wochentlich gewogen und mit Hilfe
des BCS das ldealgewicht bestimmt (Idealgewicht = BCS 5/9). Tabelle 12 zeigt die

Gewichtsentwicklung der Tiere Uber die Zeit der Versuchsdurchgange.

Tabelle 12: Kdrpermassen [kg] der Versuchstiere.

Nr. | Hund Idealgewicht | Versuchsbeginn Mittelwert fur alle
Durchgange*
1 Monty 15,0 15,0 14,7+0,3
2 Neville 14,5 14,5 140+0,3
3 Silvester 14,2 14,2 139+0,3
4 Elliot 15,0 15,0 14,7+0,2
5 Manni 14,2 14,2 139+0,2
6 Franzl 14,5 14,2 139+0,1
7 Dori 13,5 13,5 13,0+£0,2
8 Hedwig 11,3 11,3 11,0+£0,1

*Angaben in MW4s.

5.3. Futteraufnahme

Die verschiedenen Versuchsrationen wurden unterschiedlich gut gefressen. Die Rationen
CON sowie HPCM wurden von allen Tieren ohne Probleme angenommen und ohne
Verzogerung vollstandig gefressen. Bei HPNaP zeigten die Hunde 6 und 7 eine verringerte
Akzeptanz mit verlangerter Fressdauer. Das Futter wurde jedoch innerhalb der gewéhrten
Zeit von einer Stunde vollstandig aufgenommen. Bei HPKP zeigten die Hunde 2, 6, 7 und
8 deutlich verléngerte Fresszeiten, bis hin zu deutlicher Abneigung gegen das angebotene
Futter. Erst als das Futter zu kleinen Béallchen (Durchmesser etwa 4cm) geformt und per
Hand angeboten wurde, fraBen die Hunde das Futter vollstdndig auf, sodass keine
Ruckwaagen zu verzeichnen waren. In Tabelle 13 sind die TS-Aufnahmen wahrend der
jeweiligen Versuchsdurchgange dargestellt. In Tabelle 14 ist die realisierte

Mineralstoffaufnahme im Vergleich zum Bedarf aufgefihrt. Angaben zu den
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aufgenommenen Mengen an Versuchsfutter sowie an Schweineschmalz der Einzeltiere sind
im Tabellenanhang zu finden. In Tabelle 15 sind der prozentuale Anteil der
Versuchsrationen an P nach einer Minute in H20 (Psoi1) sowie die realisierten

aufgenommenen Mengen an Psoiz in mg/kg KM®7/d dargestellt.

Tabelle 13: Realisierte Aufnahme der umsetzbaren Energie [MJ/kg KM/d] sowie der
Trockensubstanzaufnahme [g/kg KM/d].

ME-Aufnahme* TS-Aufnahme*
CON (n=8) 0,3(0,3/0,3)2 11 (11/12) 2
HPCM (n=8) |0,3(0,3/0,4)? 14 (13/ 14) ®
HPNaP (n=8) |0,3(0,3/0,3)" 13 (12/ 13)°¢
HPKP (n=8) |[0,5(0,4/0,5)¢ 17 (16/ 20) ¢

*Angaben als Median [25%/75%].
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Tabelle 14: Realisierte Mineralstoffaufnahme [mg/kg KM®>/d].
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Empfehlung nach Ca P Na K Mg Cl
NRC (2006) 130 100 26 140 20 40
Aufnahme* Ca P Na K Mg Cl
CON (n=8) 132+ 3° 97+ 3@ 26+1° 141 + 3 2¢ 12+ 1 8** 163 + 42
HPCM (n = 8) 944 +18° 495+ 10° 55 + 1 be 151 + 3¢ 30+1° 67 + 2 b¢
HPNaP (n = 8) 644+ 93¢ 466 7°° | 313+5° 134+ 232 31£1° 124 + 43¢
HPKP (n = 8) 681 + 11°°¢ 494 + 12° 31+13¢ 558 +9° 25+ 19 44+1°

*Angaben in MW1s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen,
**Mindestbedarf nach NRC (2006) fiir adulte Hunde: 5,9 mg Mg/kg KM%7/d.

unterscheiden sich signifikant (p<0,05).

Tabelle 15: Prozentuale Anteile an Psoin der Versuchsrationen [%] sowie die realisierte Aufnahme an Psoin [mg/kg KM®75/d].

Gehalt an Psoi1 der Versuchsration | Realisierte Aufnahme an Pson
CON(n=8) |[12°¢ 15+ 12
HPCM (n=8) | 4@ 21+ 1°
HPNaP (n=8) | 56° 282 + 13"
HPKP (n=8) |33b¢ 169 +12°¢

*Angaben in MW1s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich signifikant (p<0,05).
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5.4. Wasseraufnahme

Die Bestimmung der Trinkwasseraufnahme war aus technischen Griinden nicht méglich.
Die Versuchstiere zeigten jedoch subjektiv ein vermehrtes Trinkverhalten wéhrend des
Versuches HPNaP.

5.5. Urinabsatz
Aus technischen Griinden konnte der Urinabsatz innerhalb von 24 Stunden nicht bestimmt
werden. Es wurde nur préprandial und einmal etwa 2-4 Stunden postprandial jeweils der

spontan abgesetzte Harn mittels geeignetem Urinauffangbecher gesammelt.

5.6. Kotabsatz

Die abgesetzte Kotmenge stieg bei P-Exzess im Vergleich zu CON signifikant an (Tabelle
16). Die Kotabsatzmenge war numerisch in dem Versuchsdurchgang mit der organischen
P-Quelle (HPCM) am hochsten, wobei sie sich nicht signifikant zu HPKP unterschied. Die
aus anderen Komponenten bestehende Ration HPCM ist nur bedingt mit den anderen
Rationen  vergleichbar  (Gefliigelfleischkarkassenmehl/Reis in  HPCM  versus
Pansen/Reis/Casein in CON, HPNaP und HPKP).

Tabelle 16: Kotabsatzmenge [g/kg KM% 7>/d].

Durchgang Kotmenge in uS* Kotmenge in TS*
CON (n=8) 7+48 2+1°
HPCM (n=8) |16+5° 6+2°
HPNaP (n=8) |11+5¢ 4+2°¢
HPKP (n=8) |15%8° 6+3b¢

*Angaben in MW4+s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich

signifikant voneinander (p<0,05).
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5.7.1. Scheinbare Verdaulichkeit der Trockensubstanz

Die Verdaulichkeit der TS war in den HP-Rationen signifikant niedriger als in der CON-
Ration. Dabei wies HPCM die niedrigste Verdaulichkeit der TS auf (Tabelle 17).

Tabelle 17: Scheinbare Verdaulichkeit der Trockensubstanz [%].

Durchgang sV TS*
CON (n=8) 91+32
HPCM (n = 8) 78+ 20
HPNaP (n = 8) 82+3°
HPKP (n = 8) 84+4°

*Angaben in MWzs; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich

signifikant (p<0,05).

5.7.2. Scheinbare Verdaulichkeit der organischen Substanz

Die scheinbare Verdaulichkeit der organischen Substanz (0S) war bei Fiitterung der Ration

CON am hdchsten, wahrend sie bei Ration HPCM am niedrigsten war (Tabelle 18).

Tabelle 18: Scheinbare Verdaulichkeit der organischen Substanz [%].

Durchgang sV 0S*

CON(n=8) |94 (91/95)2
HPCM (n=8) | 84 (82/88)°
HPNaP (n=8) | 89 (86/91) ©
HPKP (n=8) |90(88/92)°¢

*Angaben als Median [25%/75%]; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden

sich signifikant (p<0,05).
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5.7.3. Scheinbare Verdaulichkeit von Phosphat
Die scheinbare Verdaulichkeit von P (sV P) war in CON, HPNaP sowie HPKP sehr &hnlich
und signifikant héher als bei HPCM (Tabelle 19).

Tabelle 19: Scheinbare Verdaulichkeit von Phosphat [%].

Durchgang sV P*

CON(n=8) |52%92

HPCM (n=8) |[26+5°

HPNaP (n=8) |53+9°2

HPKP (n=8) |48%5°

*Angaben in MW4+s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich
signifikant (p<0,05).

Tabelle 20 zeigt, dass die Ration mit NaH2POs die numerisch hochste sV fur den in Wasser
hochléslichen Anteil von P hatte, und sich signifikant von CON sowie der Ration mit P-

Exzess aus organischen P-Quellen unterschied.

Tabelle 20: Scheinbare Verdaulichkeit von Psi1 [%] bzw. die scheinbar verdaute Menge
von Psoin [mgrkg®™® KM].

Durchgang SV Psonn* scheinbar verdaute Menge Psoin*
CON (n=8) 86+6°2 13+ 12
HPCM (n = 8) 92+ 22¢ 20+ 1°@
HPNaP (n = 8) 99+0° 279 + 14°
HPKP (n = 8) 97+ 1b¢ 163 +13°¢

*Angaben in MW+s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich
signifikant (p<0,05).
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5.7.4. Scheinbare Verdaulichkeit von Calcium

Die scheinbare Verdaulichkeit von Ca war nur bei Ration CON negativ, unterschied sich
jedoch aufgrund der groRen Standardabweichung nicht von den anderen Rationen (Tabelle
21). Lediglich die Ration HPCM hatte eine signifikant hthere sV Ca als HPKP.

Tabelle 21: Scheinbare Verdaulichkeit von Calcium [%].

Durchgang sV Ca*

CON (n=18) -15 + 26 P

HPCM (n=8) | 16+ 6 @

HPNaP (n=8) | 6+152°

HPKP (n = 8) 012 °

*Angaben in MWzs; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich

signifikant (p<0,05).

5.7.5. Scheinbare Verdaulichkeit von Natrium und Kalium

Die Gehalte der Mengenelemente Natrium und Kalium im Kot lagen fir alle
Versuchsdurchgange unterhalb der Nachweisgrenzen. Die Nachweisgrenze der hier
angewandten Methoden betragt 4,6 g/kg TS fir Na und 3,9 g/kg TS fiir K. Aus diesem
Grund kann fur diese beiden Mengenelemente zwar keine sV berechnet werden, es kann

jedoch angenommen werden, dass diese bei etwa 100 % liegt.
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5.7.6. Scheinbare Verdaulichkeit von Magnesium

Die Rationen CON, HPCM und HPNaP unterschieden sich nicht hinsichtlich ihrer
scheinbaren Verdaulichkeit von Mg, ebenso wiesen CON, HPNaP und HPKP keinen
signifikanten Unterschied auf (Tabelle 22). HPCM und HPKP unterschieden sich

signifikant voneinander in Bezug auf ihre sV Mg.

Tabelle 22: Scheinbare Verdaulichkeit von Magnesium [%].

Durchgang sV Mg*

CON (n = 8) 16 +20 P
HPCM (n=8) |23+8 ?@
HPNaP (n=8) |17 +132P
HPKP (n = 8) 3£10 °

*Angaben in MWzs; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich
signifikant (p<0,05).

5.8. Urinuntersuchungen

5.8.1. pH-Wert des Urins

Die Messung der praprandialen pH-Werte im Urin zeigte keinen signifikanten Unterschied
zwischen den Versuchsrationen (Tabelle 23). Bei den postprandialen Messungen ergab die

Futterung der Ration HPCM einen signifikant niedrigeren Harn-pH-Wert.

Tabelle 23: Pra- sowie postprandial gemessene pH-Werte im Harn.

Durchgang pH praprandial* pH postprandial*
CON 6,3+1,0%(n=29) 8,1+0,9%(n=238)
HPCM 58+0,2%(n=231) 6,4+0,7°(n=33)
HPNaP 6,1+0,6 % (n=30) 7,9+0,7%(n=38)
HPKP 6,0 £ 0,6 2 (n = 30) 8,1+0,52(n=31)

*Angaben in MW4s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich

signifikant (p<0,05).
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5.8.2. Spezifisches Uringewicht

Die Messung des préaprandial gemessenen USG ergab keinen Unterschied zwischen den
Rationen CON und HPCM (Tabelle 24). Ebenso unterschied sich HPCM nicht von den
anderen beiden HP-Rationen. HPNaP und HPKP wiesen jedoch signifikant niedrigere
Messwerte als CON auf. Die postprandialen Messungen zeigten keinen signifikanten

Unterschied zwischen den vier verwendeten Versuchsrationen.

Tabelle 24: Pra- sowie postprandial gemessenes Urinspezifisches Gewicht [mg/ml].

Durchgang | USG préaprandial* USG postprandial*
CON 1040+ 92(n=29) | 1036+ 132(n = 38)
HPCM 1037 +113P (n=31) | 1030+ 112 (n=33)
HPNaP 1027+ 7°(n=30) |1029+ 62 (n=238)
HPKP 1030+ 5°(n=30) |1027+ 5%(n=31)

*Angaben in MW4+s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich
signifikant voneinander (p<0,05).
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5.8.3. Relative Differenz zwischen dem pré- und postprandialen Phosphat/Kreatinin-
Verhaltnis im Harn
Zur Quantifizierung der renalen P-Ausscheidung wurde die Steigerung der postprandialen
renalen P-Exkretion im Verhéltnis zur Kreatinin-Exkretion im Vergleich zum praprandialen
Phosphat/Kreatinin-Verhéltnis in Prozent bestimmt. Diese relative Differenz zwischen dem
pra- und postprandialen Phosphat/Kreatinin-Verhéltnis im Urin ergab die niedrigsten
Werte, also den geringsten Unterschied zwischen pra- und postprandialer P-Konzentration
im Verhaltnis zum Kreatinin, fir CON und HPCM. Sowohl HPNaP als auch HPKP ergaben
postprandial signifikant hohere Relationen, wobei HPNaP die grofite postprandiale

Steigerung der P-Ausscheidung aufwies (Tabelle 25).

Tabelle 25: Im Harn gemessene Dift. (ﬁ) [%0].

Durchgang Diff. (é)*

CON(n=6) |-55+ 23°

HPCM (n=6) |-77+ 232

HPNaP (n=8) | 389 +234°

HPKP (n=7) |205+102°¢

*Angaben in MW4s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich
signifikant (p<0,05).

5.9. Blutuntersuchungen

5.9.1. FGF23-Konzentration im Serum

Bereits praprandial zeigten sich im Vergleich der Rationen deutliche Effekte auf die
Serumkonzentrationen von FGF23 mit signifikant hoheren Konzentrationen etwa 23
Stunden nach der Aufnahme eines P-Exzesses aus Pi-Quellen (Tabelle 26, Abb. 3). Auch
postprandial ergab die Futterung von HPNaP und HPKP zu mehreren Zeitpunkten
signifikant hohere FGF23-Konzentrationen als HPCM und CON. Die hdchsten Werte
waren nach Verfitterung der Ration HPKP zu verzeichnen. Die Zufuhr eines P-Exzesses
aus organischen Quellen (HPCM) erzielte dagegen im Vergleich zu CON zu keinem
Zeitpunkt signifikante Unterschiede in der FGF23-Serumkonzentration (Abb. 3).
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Tabelle 26: FGF23- Konzentrationen im Serum praprandial und zu sieben verschiedenen Zeitpunkten, bis sieben Stunden postprandial [pg/ml].

0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 5,0 7,0
FGF23*

[h]
CON (n=47) |367+115% |267+ 29% |238+ 40% |[308+145% |[274+130% |[211+106% |258+104% |299+1002
HPCM (n=33) |296 + 1582 [359+ 982" |275+ 492 |282+108% [284+ 71?% |288+ 693 |266+ 70 |280% 72°
HPNaP (n = 42) | 760 + 233> {662 + 1672 |700 + 2552 |760 + 1632 |550 + 1892 |683 +213°¢ |532+193° |575+175°
HPKP (n=64) {982+ 388" [1060+487° |1003 +435° |969 +450° |875+332° |789+297° |735+242¢ |793+297°
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*Angaben in MWzs; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich zum entsprechenden Zeitpunkt signifikant voneinander (p<0,05). Der
Normalbereich fiir gesunde adulte Hunde liegt laut Harjes et al. (2017) bei: 315 (211- 449) pg/ml.
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Die Berechnung der AUCo7 fir FGF23 zeigte die signifikant hochste Flache unter der
Kurve fur HPKP (Tabelle 27; Abb. 4). Die Rationen CON, HPCM und HPNaP
unterschieden sich nicht signifikant voneinander, obwohl die Ration mit Pi-Zusatz eine
deutlich hohere FGF23 Konzentration zur Folge hatte (p=0,07).

Tabelle 27: Die AUCo.7 der FGF23-Konzentrationen im Serum [pg/ml*t].
Durchgang AUCo-7 (FGF23)*

CON(n=8) |[1523+ 429°
HPCM (n=8) | 1314+ 7342
HPNaP (n=8) | 3146 + 1331 °
HPKP (n=8) | 5863+ 2209°"

*Angaben in MW4+s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich

signifikant voneinander (p<0,05).

Abbildung 3 stellt die Kinetik von FGF23 (iber den gemessenen Zeitraum dar. Abbildung 4
zeigt dagegen die AUCo.7 fir FGF23.
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Abbildung 3: Die Kinetik von FGF23 von Zeitpunkt Null bis sieben Stunden postprandial
¢ O

[pg/ml]. ~ v: Miteinander verbundene Symbole unterscheiden sich zum entsprechenden
Zeitpunkt signifikant voneinander (p<0,05). Der Normalbereich flr gesunde adulte Hunde
liegt laut Harjes et al. (2017) bei: 315 (211- 449) pg/ml.
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Abbildung 4: Die AUCo.7 von FGF23 [pg/mI*t*10%]. Boxplots, welche nicht mit demselben

Buchstaben Uberschrieben sind, unterscheiden sich signifikant voneinander (p<0,05).

5.9.2. Parathormon-Konzentration im Serum

Die Bestimmung der Serumkonzentrationen eines zweiten Phosphatonins, PTH (Tabelle
28, Abb. 5), ergab vergleichbare Werte zum Zeitpunkt Null. Bereits 30 Minuten nach der
Futteraufnahme stiegen die PTH-Werte nach Verfltterung von Rationen mit Pi-Quellen im
Mittel deutlich an, wobei die Unterschiede zunéchst nur bei HPNaP signifikant waren. Nach
drei Stunden wurden die postprandialen Hochstwerte verzeichnet, wobei auch nach sieben
Stunden nicht Gberall die préprandialen Serumwerte wieder erreicht waren.

Die Berechnung der AUC,.7 (Tabelle 29; Abb. 6) ergab keinen Unterschied zwischen CON
und HPCM. Beide Rationen mit anorganischem P ergaben signifikant héhere PTH-Werte,
wobei die Verwendung von KH2PO4 (HPKP) die hdchsten Werte zur Folge hatte und sich

dadurch von allen anderen Rationen signifikant unterschied.
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Tabelle 28: PTH- Konzentrationen im Serum préaprandial und zu sieben verschiedenen Zeitpunkten, bis sieben Stunden postprandial [ng/l].

0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 50 7,0

[h]

CON(n=64) |68+24°2 56+ 16° 62+ 17° 76+ 30° 77+ 31° 84+ 35° 85+ 35° 82+ 33°

PTH*

HPCM (n=64) |68 +37° 65+ 23° 84+ 43° 111+ 73% |90+ 39° 61+ 24° 88+ 43° 52+ 11@P

HPNaP (n = 64) |55 + 342 120+ 49° |174+ 86° 237+ 92P [241+ 80P |289+125° |164+1213° |50+ 27°

HPKP (n=64) |81+ 382 230 + 152 2P | 258 + 1642P (339 + 25230 (348 +171° |391+197° |291+154° |192+131%°

* Angaben in MW4s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich zum entsprechenden Zeitpunkt signifikant voneinander (p<0,05). Der
Normalbereich fur gesunde adulte Hunde liegt bei 8-45 ng/l (ALOMED Laboratories).

Tabelle 29: Die AUCo.7 der PTH-Konzentrationen im Serum [ng/I*t].
Durchgang AUCo.7 (PTH)*

CON (n =8) 550+ 1582

HPCM (n=8) | 533+ 166°

HPNaP (n=8) | 1271+ 570°

HPKP (n=8) | 2056 + 1032 °

*Angaben in MW+s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich signifikant voneinander (p<0,05).
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Abbildung 5 stellt die Kinetik der PTH-Konzentrationen Uber den gemessenen Zeitraum
dar, wahrend die Abbildung 6 die AUCq.7 fiir PTH wiedergibt.
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Abbildung 5: Die Kinetik von PTH von Zeitpunkt Null bis sieben Stunden postprandial
* O

[ng/l]. ~ v: Miteinander verbundene Symbole unterscheiden sich zum entsprechenden
Zeitpunkt signifikant voneinander (p<0,05). Der Normalbereich flr gesunde adulte Hunde
liegt bei 8-45 ng/l (ALOMED Laboratories).
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Abbildung 6: Die AUCo7 von PTH [ng/I*t]. Boxplots, welche nicht mit demselben
Buchstaben Uberschrieben sind, unterscheiden sich signifikant voneinander (p<0,05).
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5.9.3. CrossLaps-Konzentrationen im Serum

Die Messung des katabolen Knochenmarkers CrossLaps im Serum (Tabelle 30) ergab
praprandial keinen Unterschied zwischen den verwendeten Rationen. Postprandial flhrte
die Verfutterung von HPKP zu durchgehend signifikant hoheren Serumkonzentrationen des
Knochenabbaumarkers als nach Verfutterung der Kontrolle bzw. eines P-Exzesses durch
eine organische Quelle (HPCM). Fur HPNaP trifft dies nur drei sowie finf Stunden
postprandial zu. Bei beiden Rationen mit Pi-Exzess waren die praprandialen Ausgangswerte
auch sieben Stunden nach der Fltterung noch nicht wieder erreicht.

Die Berechnung der AUCo.7 der CrossLaps (Tabelle 31) verdeutlichte diesen Effekt der P
Quellen. Zwischen CON und HPCM bestand kein Unterschied. Beide Rationen mit
anorganischem P zeigten dagegen signifikant hohere Werte, wobei die Verwendung von
KH2PO4 (HPKP) die hochsten Konzentrationen des Knochenabbaumarkers ergab und sich

dadurch von allen anderen Rationen signifikant unterschied.
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Tabelle 30: CrossLaps- Konzentrationen im Serum (CrossLaps) praprandial und zu sieben verschiedenen Zeitpunkten bis sieben Stunden
postprandial [ng/ml].

0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 5,0 7,0
CrossLaps*

[h]
CON(n=62) |0,3+0,12 0,3+02% [0,3+0,1% [02+01% |0,2+0,1® |0,2+0,1* |0,2+0,1% |02+0,1°
HPCM (n=64) |0,2+0,1° 0,2+0,12 02+01% [02+00% |02+0,1* |0,2+0,1* |0,2+00% [0,1+0,1°?
HPNaP (n =64)|0,4+0,12 04+0,1°¢ |04+0,2°> [04+01% |05+02" |0,7+02" |0,6+0,2° [0,6+0,42P
HPKP (n=64) |0,5+0,2° 05+0,1°¢ 08+02¢ [07+02° |05+0,1¢ |1,1+03° [1,1+02°¢ [09+04°

*Angaben in MW4+s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich zum entsprechenden Zeitpunkt signifikant voneinander (p<0,05). Der
Normalbereich fiir gesunde adulte Hunde liegt bei: 0,11-1,83 ng/ml (Beli¢ et al., 2012).

Tabelle 31: Die AUCo.7 der CrossLaps-Konzentrationen im Serum [ng/mi*t].

Durchgang AUCo.7 (CrossLaps)*
CON (n=8) 15+06°
HPCM (n = 8) 1,4+0,2°2
HPNaP (n = 8) 39+11"
HPKP (n = 8) 6,2+1,4°

*Angaben in MW+s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich signifikant voneinander (p<0,05).
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5.9.4. bALP-Konzentration im Serum

Die gemessenen Werte der DbALP-Konzentration (Tabelle 32), einem anabolen
Knochenmarker, zeigte keinen Unterschied zwischen den verschiedenen Rationen vor
sowie eine halbe Stunde nach der Futterung. HPNaP und HPKP fihrten zu allen
Zeitpunkten zu héheren Konzentrationen, die sich statistisch aber nur punktuell absichern
lieBen. Dies zeigte sich auch an den unterschiedlichen AUCo.7 fir bALP (Tabelle 33), die
numerisch hohere Werte fir die Pi Quellen zeigen. Aufgrund der hohen Variation war dies

nur zwischen HPCM und HPNaP statistisch abzusichern.
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Tabelle 32: Die bALP- Konzentrationen im Serum praprandial und zu sieben verschiedenen Zeitpunkten bis sieben Stunden postprandial [U/I].

0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 5,0 7,0
bALP*
[h]
CON(n=62) | 9+2° 8+22 8+22 g+22 8+22 9+ 28b 8+22 g+22
HPCM (n=64) | 8+22 7+22 7+18b 7+]13¢ 7+1° 7+2°8 6+2°2 7+1°
HPNaP (n=60) |12+ 42 10 + 42 11 + 43P 11 +4° 11+42 11 +52b 11 +5°2 11 + 42
HPKP (n=64) |14 +6°2 13+6° 14 + 6° 13 +£50¢ 14 +5° 14 +6° 12 +5%2 13+52

*Angaben in MW4s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich zum entsprechenden Zeitpunkt signifikant voneinander (p<0,05). Der
Normalbereich fiir gesunde adulte Hunde liegt bei: 7,0+2,5 U/L (2- 3 Jahre alt); 6,7+3,6 U/L (3- 7 Jahre alt; (Allen, Allen, Breur, Hoffmann, & Richardson, 2000)).

Tabelle 33: Die AUCo.7 der bALP-Konzentrationen im Serum [U/I*t].

Durchgang AUCo-7 (bALP)*

CON (n=8) 55+ 12 @b

HPCM (n=8) |47+10 @

HPNaP (n=8) |79+31 °

HPKP (n=8) |92+3772F

*Angaben in MW+s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich signifikant voneinander (p<0,05).
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5.9.5. Phosphatkonzentration im Serum

Die sP-Konzentrationen praprandial sowie 30 Minuten nach Futteraufnahme waren bei
allen Rationen gleich (Tabelle 34; Abb. 7). Zu spéter gemessenen Zeitpunkten erzielen die
HP-Rationen mit anorganischen P-Quellen durchgehend hohere Serumkonzentrationen als
die Kontrolle sowie HPCM. Auch bei diesem Parameter ergaben sich die hochsten Werte
fur HPKP. Statistisch war dies nur zu einzelnen Zeitpunkten abzusichern.

Diese unterschiedlichen Effekte des P-Exzesses auf die Serumspiegel werden noch
deutlicher durch die Betrachtung der AUCs: die HPNaP- und insbesondere HPKP-
Aufnahme fihrten zu einer Anflutung des Kérpers mit P. Die Berechnung der AUC,.7 fir
sP (Tabelle 35; Abb. 8) ergab signifikant kleinere Flachen fir CON und HPCM als fiir die
beiden Rationen mit anorganischem P (HPNaP, HPKP). HPKP unterschied sich signifikant
zu allen anderen Rationen und erzielte die hochsten Werte.

Abbildung 7 stellt den kinetischen Verlauf der sP-Konzentrationen iber den gemessenen
Zeitraum dar und Abbildung 8 die AUCo.7 fiir sP.
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Abbildung 7: Die Kinetik von sP von Zeitpunkt Null bis sieben Stunden postprandial
® O

[mmol/l]. » ¥: Miteinander verbundene Symbole unterscheiden sich zum entsprechenden
Zeitpunkt signifikant voneinander (p<0,05). Der Normalbereich fir gesunde adulte Hunde
liegt bei: 0,7-1,6 mmol/l (Moritz, 2013).
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Tabelle 34: Phosphat- Konzentrationen im Serum (sP) praprandial und zu sieben verschiedenen Zeitpunkten bis sieben Stunden postprandial
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[mmol/1].
0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 5,0 7,0
sP*
[h]

CON(n=63) |08+03* [11+01%® [1,1+02% |11+03* |13+04% [14+02% |14+02® [15%0,2°
HPCM (n=64) [1,0+0,2% |09+0,2% [10+03% [10+03% |1,0+0,3* [13+03% |1,7+02° |1,8+0,2°
HPNaP (n=58)|0,8 +0,22 1,1+0,82 2,2+0,3"° 2,4+0,3° 1,9+1,2°2 3,2+0,5° 25+0,6"° 1,9+0,1°
HPKP (n=58) |1,0+0,28 |15+0,3% |[21+03° [25+0,7° [30+05° [39+07° |[36+06° [29+0,8"

*Angaben in MW4+s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich zum entsprechenden Zeitpunkt signifikant voneinander (p<0,05). Der

Normalbereich fiir gesunde adulte Hunde liegt bei: 0,7 — 1,6 mmol/l (Moritz, 2013).
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Tabelle 35: Die AUCo.7 der Phosphat-Konzentrationen im Serum (sP) [mmol/I*t].

Durchgang AUCo-7 (SP)*

CON (n =8) 9+18

HPCM (n=8) |10+132

HPNaP (n=8) |17 +3P"

HPKP (n=8) |21+3°¢

*Angaben in MWzs; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich

signifikant voneinander (p<0,05).
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Abbildung 8: Die AUCo.7 von sP [mmol/I*t]. Boxplots, welche nicht mit demselben

Buchstaben Gberschrieben sind, unterscheiden sich signifikant voneinander (p<0,05).

5.9.6. Calciumkonzentration im Serum

Die sCa-Konzentrationen (Tabelle 36) wiesen flr die Messzeitpunkte praprandial keinen
Unterschied zwischen den verschiedenen Rationen auf. Auch postprandial fiihrte die
Futterung der HP-Rationen punktuell (1 ¥2 sowie 3 Stunden postprandial) zu geringen und
vorlbergehenden, aber signifikanten Erhéhungen der sCa-Spiegel.

Die errechnete AUC,.7 fiir sCa (Tabelle 37) ergab einen signifikant hoheren Wert fir HPCM
als fir HPNaP, wéhrend sich beide weder von CON noch von HPKP unterschieden.
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Tabelle 36: Calcium- Konzentrationen im Serum (sCa) praprandial und zu sieben verschiedenen Zeitpunkten bis sieben Stunden postprandial
[mmol/1].

0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0 5,0 7,0
sCa*
[h]
CON(n=58) |(25+0,1* [25+0,1% [26+01% [26+0,12P 25+01% [26+01% [26+0,1° 2,6+0,12
HPCM (n=64) |26+0,1% [26+01% |(2,7+0,1*% [2,7+0,1° 27+01% |2,7+0,12 26+0,1° 2,6+0,1°
HPNaP (n=58)|25+0,1% |[26+0,1% [25+0,1*% [25+0,1° 25+02% |24+0,1" 25+05°2 26+0,1°
HPKP (n=61) [25+0,1% [2,7+0,2% [28+0,1% |2,7+01° 27+0,3% [2,7+02% 126+0,22 2,6+0,2°

*Angaben in MW4+s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich zum entsprechenden Zeitpunkt signifikant voneinander (p<0,05). Der
Normalbereich fiir gesunde adulte Hunde liegt bei: 2,3 — 3,0 mmol/l (Moritz, 2013).

Tabelle 37: Die AUCo.7 der Calcium-Konzentrationen im Serum (sCa) [mmol/I*t].

Durchgang AUCo-7 (sCa)*
CON(n=8) |17+22P
HPCM (n=8) |18+1 @
HPNaP (n=8) | 16+1 °
HPKP (n=8) |18+32°
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*Angaben in MW+s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich signifikant voneinander (p<0,05).
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5.9.7. Calcium x Phosphatprodukt im Serum

Aus den Serumkonzentrationen fir P und Ca wurde das sCaP als Marker fir die
Wabhrscheinlichkeit einer Weichgewebeverkalkung berechnet. Werte >55 mg?/dI® dienen
als Indikator fur die Verkalkung von Weichteilgewebe (Tabelle 38). Das sCaP zeigte bei
den praprandialen Werten signifikante Unterschiede zwischen den HP-Rationen, wobei sich
keine von CON unterschied. Bei HPCM und HPKP ergaben sich hohere Werte als HPNaP.
Fur beinahe den gesamten postprandialen Untersuchungszeitraum fihrte die Aufnahme der
Rationen mit einem P-Exzess aus anorganischen Quellen (HPNaP, HPKP) zu einem starken
Anstieg des sCaP. So lag der Messwerte fur HPKP drei Stunden nach der Fitterung tber
dem dreifachen des Wertes der Kontrollration sowie der Ration mit organischem P-Exzess
(HPCM). Beide HP-Rationen mit anorganischen Phosphaten (berschritten die genannte
Obergrenze von 55 mg?/dI? bereits eine Stunde nach der Futteraufnahme und lagen auch
sieben Stunden postprandial noch deutlich dariiber. HPCM erzielte erst flnf Stunden nach
der Fiitterung Werte tiber 55 mg?/dI?, CON zu keinem Zeitpunkt. Insgesamt liegen 2 % aller
Messwerte bei CON (iber dem Grenzwert von 55 mg?/dI?, wobei diese erst nach 7 Stunden
auftreten. Bei HPCM sind es 11 %, diese liegen bei den letzten beiden Mess-Zeitpunkten.
Bei der Futterung von Pi erreichten bei beiden Rationen (HPNaP, HPKP) mehr als 70 %
Werte oberhalb des Grenzwertes, wobei nur Werte vor sowie eine halbe Stunde nach der
Futterung hier unterhalb lagen.

Die Angabe der AUCs zeigt diesen Effekt der Pi-Aufnahme anschaulich. Das sCaP steigt
bei beiden Pi-Quellen, besonders aber HPKP, an, wéhrend ein Exzess mit organischen
Phosphaten nicht zu einer Erhéhung fiihrt. Die AUCo.7 flr den Parameter sCaP (Tabelle
39) ergab keinen Unterschied zwischen CON und der HP-Ration mit P aus rein organischem
Ursprung. HPNaP und HPKP erzielten signifikant hohere Werte, wobei die Werte nach
Futterung der Ration HPKP die grofite AUC ergaben.
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Tabelle 38: Calcium x Phosphat Produkt im Serum (sCaP) praprandial und zu sieben verschiedenen Zeitpunkten bis sieben Stunden postprandial
[mg?/dI?].

0 0,5 1,0 1,5 2.0 3,0 5,0 7,0
sCaP*

[h]
CON(n=58) |29,0+43 |474+38% 367+ 6% [367+ 6% 39,1+ 82 449+ 6% | 435+ 7% |50,1+ 932
HPCM (n=64) |31,3+72 290+ 82 323+ 83 |339+10% [34,1+10% 414+ 8% | 565+ 7% |583+ 7°@
HPNaP (n=58) 24,0 +5° 478+12% [69,7+11° |758+ 8P 782+ 7P 945+13° | 76,1+11° [60,9+ 42
HPKP (n=58) |30,4+5?2 496+ 9P |744+13° |851+22° [989+19P |130,6+30¢ [1159+12¢ |88,9+20°

*Angaben in MW+s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich zum entsprechenden Zeitpunkt signifikant voneinander (p<0,05). Die
empfohlene Obergrenze fiir gesunde adulte Hunde liegt bei: 55 mg?/dI? (Block et al., 1998).

Tabelle 39: Die AUCo.7 des Calcium x Phosphatproduktes im Serum (sCaP) [mg?/dI?*t].

Durchgang AUCo-7 (sCaP)*
CON (n=8) 278 £ 46 *
HPCM (n=8) |314+40 °
HPNaP (n=8) |488+55 "
HPKP (n=8) |645+129 °

*Angaben in MW1s; Werte, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen, unterscheiden sich signifikant voneinander (p<0,05).
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6. DISKUSSION

6.1. Kritik der Methodik

6.1.1. Tiere und Design

Um die Ergebnisse von Siedler (2018) bestédtigen und erweitern zu kénnen, wurde das
Studiendesign, insbesondere die Konzeption der Testdiaten sowie die Fitterungsintervalle,
unverandert von dieser Arbeit bernommen. Genau wie in der vorangegangenen Arbeit
konnte mithilfe des Versuchsdesigns die Zahl der Versuchstiere begrenzt werden. Da jeder
der verwendeten Hunde als seine eigene Kontrolle diente, konnten unter Berticksichtigung
der 3R (replacement, reduction, refinement (Russell & Burch, 1959)), die Ergebnisse
trotzdem in insgesamt befriedigendem Umfang statistisch abgesichert werden. Man kénnte
argumentieren, dass es einen kumulativen Effekt auf die P-Homdostase oder aber eine
Gewdhnung durch die wiederholte Futterung eines P-Exzesses gab, allerdings wurden bei
anderer Reihenfolge der Versuchsrationen als bei Siedler (2018) gleichartige Ergebnisse
erzielt. Dies spricht gegen einen kumulativen oder Gewdhnungseffekt.

Die fakale TS-Ausscheidung hatte auch hier, wie schon in anderen Studien gezeigt wurde,
einen erheblichen Einfluss auf die fakale Ca- und P-Ausscheidung (R?= 0,835 bzw. 0,8022
(Kienzle, Brenten, & Dobenecker, 2017; Kienzle, Dobenecker, Wichert, & Schuster,
2006)). Aus offensichtlichen Griinden wie beispielsweise unterschiedlicher Verdaulichkeit
der Rationskomponenten oder unterschiedlichem Energiebedarf der Einzeltiere konnte die
TS-Ausscheidung nicht konstant gehalten werden. Daher mussen alle Ergebnisse zur
fakalen Ausscheidung und Verdaulichkeit von Ca und P in Relation zur TS-Ausscheidung
gesehen werden.

Durch die verschiedenen Mineralzusatze war ein deutlicher Effekt auf die
Schmackhaftigkeit der verschiedenen Rationen zu beobachten. Bei Fltterung der Ration
HPKP zeigten einzelne Tiere (# 1, 7, 8) einige Tage nach der Umstellung verléngerte
Fresszeiten, die mit fortschreitender Versuchsdauer zunahm. Da die Tiere ansonsten in
Bezug auf Verhalten und Allgemeinbefinden unauffallig waren, spricht dies fir eine
erlernte Aversion gegenuber dem dargebotenen Futter. Das angebotene Futter wurde aber
dennoch vollstandig innerhalb der verfugbaren Zeit (1 Stunde) aufgenommen.

Um den P-Status eines Patienten hinreichend beurteilen zu konnen, wird in der
Humanmedizin das Ziehen mehrerer Blutproben tber einen Zeitraum von mindestens acht
Stunden empfohlen (Calvo, Kumar, & Heath, 1990). Jowsey et al. (1974) haben sP sowie
PTH beim Hund gemessen und hierzu Blut niichtern, sowie %, 1, 2, 4, 6 und 7% Stunden
postprandial genommen. Waéhrend Siedler (2018) einmal pra- und einmal zwei Stunden
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postprandial Blut abgenommen hat, wurde in der aktuellen Studie niichtern sowie zu sieben
Zeitpunkten tber einen Zeitraum von sieben Stunden nach der Futterung Blut genommen
(1 Stunde praprandial sowie %, 1, 1%, 2, 3, 5 und 7 Stunden postprandial), um die Kinetik
nach Verfltterung verschiedener P-Quellen zu untersuchen. Dabei wurden die Hunde in
beiden Studien einmal tdglich morgens gefittert. Aufgrund der gewahlten
Blutentnahmezeitpunkte liel3 sich zudem die AUC,.7 flir die gemessenen Serumparameter
sP, sCaP, PTH, bALP und CrossLaps sowie vor allem auch fiir den vergleichsweise neuen
Parameter FGF23 ermitteln. Insbesondere zu FGF23 sind uns keine vergleichbaren Studien
beim Hund bekannt. Weitere Blutentnahmen, beispielsweise nach 12h und 16h, wéren
interessant gewesen, um ein vollstdndiges Bild der Kinetik der untersuchten
Serumparameter zu erhalten. Jedoch ist das Blutvolumen, das einem Versuchstier innerhalb
von 24h entnommen werden darf, begrenzt (GV-SOLAS und Arbeitskreis 4 in der TVT,
2017). Aus diesem Grund musste hier eine Wahl zwischen der Anzahl an untersuchten
Parametern und der Zahl an Blutentnahme-Zeitpunkten getroffen werden. Da es Ziel der
Studie war, zum einen die Ergebnisse von Siedler (2018) zu verifizieren und zum anderen
erste Informationen Uber den Einfluss eines P-Exzesses auf die Kinetik der relevanten
Parameter zu erhalten, wurde hier ein Kompromiss aus der Anzahl an Blutentnahmen und
der Auswahl der Serumparameter gewahlt. Auf die Messung von 25-Dihydroxy-Vitamin D
wurde trotz der moglichen Relevanz aus Kostengriinden verzichtet, da bei Siedler (2018)

keine nennenswerten Ergebnisse diesbeziiglich verzeichnet werden konnten.

6.1.2. Analytik und Auswertung

Das hier verwendete FGF23-ELISA-Kit der Firma Kainos (KAINOS Laboratories Inc.,
Tokyo, Japan) wurde zur Detektion des freien, intakten, humanen FGF23 entwickelt und
nutzt murine monoklonale anti-human FGF23 Antikorper. Da das humane FGF23-Gen
homolog ist zu dem von Maus, Ratte, Schimpanse, Rhesusaffe und Hund (NCBI, 2019),
sollte eine Verwendung des Kits zur Messung des caninen FGF23 uneingeschrankt maglich
sein. Tatsachlich wurde dieser Kit bereits in mehreren Studien mit Hunden verwendet
(Parker et al., 2012; Shimada et al., 2010) und evaluiert (Harjes et al., 2017). Harjes et al.
(2017) haben Serum-FGF23 bei Hunden mit CNI in verschiedenen Stufen des IRIS-
Stagings sowie bei zehn gesunden Hunden, als Kontrolle, gemessen. Die Kontrolltiere
hatten Serum-FGF23-Konzentrationen im Bereich von 211-449 pg/ml. Die prozentuale

Varianz bei Doppelmessungen betragt 3,0 pg/ml. Dies stimmte sehr gut mit den Werten
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Uberein, die im vorliegenden Versuch bei der Kontrollfiitterung (CON) gemessen wurden,
wéhrend die postprandialen Werte nach der Fltterung einer Pi-reichen Ration im Bereich
des IRIS-Stage 3 lagen. Auch bei Ratten konnte nach Ftterung einer P-reichen Diét und
nachfolgender Hyperphosphatdmie ein Anstieg der FGF23-Konzentrationen verzeichnet
werden (Shimada et al., 2002). Diese relativ akute Reaktion auf einen erhohten
Serumphosphatspiegel wird von Hardcastle und Dittmer (2015) auch fir den Hund
postuliert und konnte durch vorliegende Ergebnisse unterstiitzt werden.

Beim Vergleich der Ergebnisse aus verschiedenen Studien sollte auBerdem beriicksichtigt
werden, wenn ein Parameter in unterschiedlichen Laboratorien gemessen wurde. Hier
wurde das intakte PTH bei Alomed Laboratories (Bayrischzell, Deutschland) gemessen. In
der dort angewandten Immunoluminometric Assay Methode (ILMA) wurden zwei
polyklonale, von der Ziege stammende Antikdrper verwendet. Diese Antikdrper reagieren
an zwei verschiedenen Epitopen des intakten humanen PTH. Wahrend der erste, mit
Acridinium-Ester markierte Antikorper gegen das N-terminale Epitop (1-34) gerichtet ist
und als Tracer fungierte, ist der zweite festphasengebunden und gegen das C-terminale
Epitop (39-84) gerichtet. Vor jedem Messansatz erfolgte eine Kalibrierung mittels
sekundéren caninen PTH-Standards. Auf diese Weise wurde der Referenzbereich des
caninen intakten PTH fiir die Methodik von Alomed etabliert. Weltweit werden jedoch
verschiedene Methoden zur PTH-Diagnostik verwendet, wobei es in Europa derzeit keine
mit der von Alomed vergleichbare gibt. Als der weltweite Standard wird die Methodik von
Professor Petroff an der Michigan State University, USA, erachtet, die einen humanen
immunoradiometrischen Assay (IRMA) verwendet. Da PTH bei Raumtemperatur sehr
instabil ist (Cavalier, Delanaye, Carlisi, Krzesinski, & Chapelle, 2007; Omar, Chamberlin,
Walker, & Wood, 2001; Walker & Seth, 2000), missen die Serumproben bis zur Analytik
durchgehend gefroren sein. Da dieser IRMA nur in den USA verfugbar ist, wére ein
Transport der Proben in die USA in gefrorenem Zustand notwendig gewesen. Dies hétte
neben zusétzlichen Kosten ein hoheres Risiko hinsichtlich der Probenstabilitat bedeutet.
Daher wurde, wie auch schon in vorangegangenen Studien (Dobenecker et al., 2018; Hertel-
Bohnke, 2018; Siedler, 2018), die PTH-Analytik bei Alomed in Deutschland durchgefihrt,
da sowohl der IRMA als auch der ILMA zu den Immunoassays gehdren und beide als
Standardmethode zur Messung von intaktem PTH gelten (Renz, 2003).

Maoglicherweise hatte eine zusatzliche Untersuchung der Versuchstiere mit bildgebenden
Verfahren oder die Entnahme von Gewebeproben weitere Erkenntnisse hinsichtlich

schadlicher Einflisse der P-Gabe auf z.B. Nieren und Blutgefél3e, wie sie u.a. von Schneider
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et al. (1980) bei Hunden nachgewiesen wurden, gebracht. Der Fokus der vorliegenden
Studie lag jedoch auf der Ermittlung der Kinetik der Parameter sowie von Kurzzeiteffekten
auf die P-Homdostase.

6.2. Interpretation der erzielten Ergebnisse

Sowohl die scheinbaren Verdaulichkeiten der TS als auch der oS waren bei der HP-Ration
mit organischer P-Quelle (HPCM) am niedrigsten, wahrend die Kontrollration (CON) die
hdchste Verdaulichkeit ergab (Tabellen 17 und 18). Die hohe sV bei CON im Vergleich zu
den Rationen HPNaP und HPKP war vermutlich auf den geringeren Rohaschegehalt in
dieser Ration zuruickzufiihren. Die geringere sV bei Ration HPCM kdnnte dagegen durch
die Rationskomponente Gefligelfleischkarkassenmehl begriindet sein. Stark erhitzte
Futtermittel, wie Geflugelfleischkarkassenmehl, weisen aufgrund des Processings eine
geringere Verdaulichkeit auf (de-Oliveira, Carvalho Picinato, Kawauchi, Sakomura, &
Carciofi, 2012; Wang & Parsons, 1998).

Die stark negative sV fir Ca in der ausgewogenen und bedarfsdeckenden Ration CON
stimmte gut mit den Ergebnissen von Siedler (2018) tberein. Dieses Ergebnis konnte darauf
hindeuten, dass der Bedarf fiir Ca beim adulten Hund vom NRC (2006) unterschétzt wird.
Darauf wiesen auch die Daten von Schmitt et al. (2018) hin, die stark negative Ca-Bilanzen
nach Fltterung des minimalen Bedarfs gemall NRC (2006) an gesunde, adulte Hunde
erzielten (Schmitt et al., 2018). Es zeigte sich auBerdem in allen Rationen ein deutlicher
Zusammenhang zwischen der fakalen TS- und der fakalen Ca-Ausscheidung (R%= 0,88),
den auch Kienzle et al. (2017) bereits nachweisen konnten (R?= 0,86). Ebenfalls wie bei
Siedler (2018) wies HPCM die niedrigste sV fir das Gesamt-P auf (Tabelle 19).
Verschiedene Griinde bzw. eine Kombination daraus kdnnen dafur verantwortlich gewesen
sein. Die niedrige sV der TS bzw. die folglich hohere fakale TS-Ausscheidung in diesem
Versuchsdurchgang dirfte die sV P gesenkt haben (Kienzle et al., 2006; Kienzle et al.,
2017). Aber auch ein Effekt der P-Quelle, hier zu einem hohen Anteil aus Knochen, im
Wesentlichen also Hydroxylapatit, stammend, liegt nahe. AuRerdem lag die Ca:P-Relation
bei HPCM mit 1,9:1 hoher als bei den (brigen Rationen. Bei verschiedenen
monogastrischen Spezies inklusive dem Hund wurde eine Reduktion der sV P durch
steigende Ca-Mengen in der Nahrung nachgewiesen (Jenkins, & Phillips, 1960b; Mack,
Alexander, Morris, Dobenecker, & Kienzle, 2015). Calcium und Phosphor bilden dann im

Verdauungstrakt schwer 16sliche Komplexe (Marks et al., 2007), die eine Absorption von
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P verringern. Da die Ration HPCM ein hoheres Ca:P-Verhéltnis hatte als die Gbrigen
Rationen, kann somit nicht ausgeschlossen werden, dass die sV P dieser Ration zumindest
teilweise auf das weitere Ca:P-Verhéltnis zurlickzufiihren sind. In einem weiteren
Verdauungsversuch (Herbst & Dobenecker, 2019b) konnte dagegen gezeigt werden, dass
eine Erhéhung der Ca:P-Relation von 1,4:1 auf 1,9:1 bei einem P-Exzess mit Pi-Zulage
nicht zu einer signifikanten Reduktion der sV P fiihrte. Die KH2PO4-Zulage als P-Quelle
und CaCOzg als Ca-Quelle zu einer Ration fur Hunde, die ebenso zusammengesetzt war wie
in vorliegendem Versuch, fuhrte lediglich zu einer maRigen Reduktion der sV P
(Ca:P=1,4:1:48+5 % vs. Ca:P=1,9:1: 43+£6 %; p=0,052) und blieb ohne Effekt auf
die AUCoq.7 der sP-Werte (Ca:P = 1,4:1: 20 £ 4 mmol/I*t vs. Ca:P = 1,9:1: 20 = 2 mmol/I*t;
p =0,474; (Herbst, & Dobenecker, 2019b)). Auch lieR sich ausgehend von der sV P der
Rationen nicht verldsslich auf die tatséchliche Hohe der P-Serumwerte und der damit
resultierenden AUCo.7 schliefen (R?= 0,3; (Herbst & Dobenecker, 2019a)).

Um zu Gberprufen, ob die Loslichkeit von P einen Einfluss auf die scheinbare
Verdaulichkeit dieses Elements hat, wurde die Methode nach Lineva et al. (2018) sowohl
fiir die einzelnen Versuchsrationen als auch fur den Kot der Hunde angewendet und die sV
des Anteils von P, der nach einer Minute in Wasser l6slich ist (Psoi1), berechnet (Tabelle
20). Es zeigte sich, dass sich nur geringe Mengen an Psoi1 in der Kontrollration (CON) sowie
in der Ration mit Gefligelfleischkarkassenmehl als P-Quelle (HPCM) befanden
(CON: 32 mg/100g uS; HPCM: 47 mg/100g uS). Bei &hnlichem Gesamt-P-Gehalt der drei
Rationen mit P-Exzess (HPCM; HPNaP; HPKP), enthielten die Rationen HPNaP und
HPKP signifikant hthere Gehalte an Psoix (p<0,001; HPCM mit 4 % Psoiz vS. HPNaP mit
56 % Psoi1 bzw. HPKP mit 33 % Pso11). Dementsprechend fiihrte die Aufnahme von HPCM
zu einer signifikant niedrigeren Aufnahme an Psoi1 im Vergleich zu den beiden HP-Rationen
mit Pi (HPNaP, HPKP). AuBerdem unterschied sich die aufgenommene Menge an Psoi1
nicht zur ausgewogenen und bedarfsdeckenden Ration CON (Tabelle 15), obwohl die
Ration HPCM einen P-Exzess enthielt. Das P aus den bei HPCM ausgewahlten organischen
Quellen (Geflugelfleischkarkassenmehl, Reis) war also wenig l6slich, was mit den Angaben
von Lineva et al. (2018) ubereinstimmte. Diese insgesamt schlechte Loslichkeit von P der
Ration HPCM infolge des geringeren Anteils an Psoi1, aber auch die signifikant schlechtere
sV der TS (p<0,05) trugen zu der niedrigeren sV P in diesem Versuchsdurchgang bei
(Tabelle 40). Abbildung 9 zeigt die Abhéngigkeit zwischen der aufgenommenen Menge an
Poir  und dem scheinbar verdauten P, jeweils in mg/kg KM%, Der

Korrelationskoeffizient R?=0,9998 zwischen dem Gehalt an Pson der aufgenommenen

82



DISKUSSION

Ration und der absoluten scheinbar verdauten Menge P beweist, dass das gesamte
hochldsliche Psoir verdaut wurde. Korreliert man nun die scheinbar verdaute Menge von
Psoir mit der scheinbar verdauten Menge von Gesamt-P, dann wird ersichtlich, dass in
Rationen mit hherem Gehalt an Psoi1 auch ein entsprechend héherer Anteil des Gesamt-P
verdaut wurde (R%=0,7853). Daher wiesen auch HPNaP und HPKP, entsprechend den
Gehalten an Psoi1 in den jeweiligen Rationen (Tabelle 15), die hochste scheinbar verdaute
Menge flr Psoiz auf (Tabelle 20, sowie Abbildung 9).
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Abbildung 9: Orale Aufnahme an in Wasser hochléslichem Phosphat (Psoi1) in Relation zur

Menge an scheinbar verdautem Psol1.

Die sV von Psqi1 lag im Mittel aller vier Versuchsdurchgénge bei 93 £ 6 % und somit
wesentlich hoher als die fur die Verwertung von P beim Hund durchschnittlich
angenommenen 40-60 % (GfE, 1989). Daraus folgt, dass neben der Gesamtmenge an P in
Futtermitteln fir Hunde auch die P-Quellen fir eine Beurteilung der VVersorgungslage notig
waren. Futtermittel mit rein organischen P-Quellen miissen entsprechend héhere P-Mengen

zur Bedarfsdeckung enthalten als Futter mit zugesetzten Pi-Quellen.
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Tabelle 40: Vergleich der scheinbaren Verdaulichkeiten von Gesamt-P sowie von Psoi1 in
[%].

sV (Gesamt-P)* | sV (Psoi1)*
CON (n =8) 52932 86+6°
HPCM (n = 8) 22 5P 92+ 2 8¢
HPNaP (n = 8) 53+92 99+0°
HPKP (n = 8) 48 +5° 97+ 1b¢

*Angaben in MWa4s; Unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Spalte bezeichnen signifikante
Unterschiede (p<0,05) zwischen den Versuchsrationen.

Maoglicherweise verandert sich die Loslichkeit der Phosphate entlang der Passage durch den
Gastrointestinaltrakt. Beispielsweise konnte die Loslichkeit durch eine Komplexbildung
mit Ca verringert werden. Aufgrund des hohen Anteils an Psoiz und der hohen sV dieses
Anteils an P (mittlere sV Psoi1 = 93 £ 6 %) wurde P aus NaH2PO4 und KH2PO4 vermutlich
so schnell aus dem Darmlumen aufgenommen, dass das P bereits vor einer mdglichen
Komplexbildung mit Ca absorbiert wurde. Dies legt nahe, dass es in den
Versuchsdurchgangen, die diese Pi-Quellen verwendeten (HPNaP, HPKP), postprandial zu
einer hohen Anflutung mit P kam und erklérte die rasch ansteigenden postprandialen
Serumwerte bei diesen Durchgéngen. Dieser Zusammenhang spiegelte sich auch in der
Korrelation (R? = 0,4818) zwischen der oralen Aufnahme an Pson [mg/kg KM®7]
(Tabelle 15) und der resultierenden AUCo7 fiir sSP [mmol/I*t] (Tabelle 35) wider.

Betrachtet man die Kinetik von sP, so lagen die postprandialen Werte fiir CON und HPCM
im Normalbereich, wahrend HPNaP und HPKP eine signifikant groRere AUCo.7 ergaben,
wobei HPKP sowohl den hdchsten Peak als auch die grofite AUCo7 verursachte. Im
Gegensatz zur Kinetik von sP lagen die Werte fur sCa bei allen vier Versuchsrationen
wéhrend des gesamten Untersuchungszeitraumes innerhalb des Referenzbereichs
(Tabelle 36; (Moritz, 2013)). Das aus sP und sCa resultierende sCaP zeigte dagegen einen
signifikanten Unterschied zwischen einem oralen P-Exzess aus organischen Quellen
gegeniiber anorganischen Quellen. Das schnell I6sliche Pi in HPNaP und HPKP verursachte
auch hier einen schnellen postprandialen Anstieg des sCaP und erzielte dabei Werte von bis
zu 180 mg?/dI?> (HPKP). Bereits Werte ab 55 mg?/dI> konnten beim Menschen mit einem
erhohten Risiko fir Weichgewebeverkalkungen assoziiert werden (Block et al., 1998).

Auch beim Hund ist dieser Zusammenhang bekannt und spielt insbesondere beim
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Monitoring CNI-kranker Tiere eine wichtige Rolle, da das sCaP als Indikator fiir die
Uberlebenszeit des Patienten dient (Cortadellas et al., 2010; Jackson, & Barber, 1998; Lippi,
Guidi, Marchetti, Tognetti, & Meucci, 2014).

Um die resultierenden P-Serumspiegel sowie das sCaP in physiologischen Grenzen zu
halten, muss der Korper nun einer starken Anflutung von P gegenregulieren und die renale
Exkretion erhohen. Dieser Mechanismus der Gegenregulierung wurde bei Betrachtung der
prozentualen Steigerung der Differenz von pré- zu postprandialem P/Crea-Verhaltnis
deutlich. Hier war, wie bei Siedler (2018), bei CON und HPCM ein Abfall der P-
Ausscheidung gegenuber einem signifikanten Anstieg nach Fltterung der Rationen mit Pi-
Quellen zu sehen. HPNaP, welches den hdchsten Gehalt an Psoi1 hatte, erzielte auch die
hdchste postprandiale Steigerung der P-Ausscheidung.

FGF23 und PTH, wirken bekanntermal3en als Phosphatonine und erhéhen die renale P-
Exkretion (Berndt, & Kumar, 2007; Shaikh et al., 2008). Diese Funktion hat sich in unserer
Studie und damit beim Hund deutlich durch die signifikanten Differenzen zwischen pré-
und postprandialem P/Crea-Verhéltnis gezeigt: die Serumkonzentrationen von FGF23 und
PTH stimmten gut mit dem Bild der erhohten renalen P-Ausscheidung Uberein, da die
Berechnung der AUC,.7 flir beide Parameter hthere Werte bei Fitterung der Rationen
HPNaP und HPKP als bei den Rationen CON oder HPCM erbrachte (Tabelle 27 bzw. 29).
Dies flhrte in Folge auch zu der postprandialen Steigerung der renalen P-Ausscheidung
(Tabelle 25). Dieser postprandiale Anstieg der renalen P-Exkretion wurde auch bei Siedler
(2018) gezeigt. Insbesondere bei Betrachtung der Kinetik fir FGF23 ist bemerkenswert,
dass hier bei Verfutterung einer Pi-reichen Ration Uber 24 Stunden hohere
Serumkonzentrationen erreicht wurden als bei Verfutterung einer ausgewogenen,
bedarfsdeckenden Ration (CON; Tabelle 26). Die AUCo.7 FGF23 war bei Verfutterung der
Ration HPKP signifikant hoher als bei allen anderen Rationen, was mit der ebenfalls
hdchsten AUCq.7 sP fir diesen Versuchsdurchgang im Einklang stand (Tabelle 27 und 35).
Die Kinetik von PTH zeigte einen deutlichen postprandialen Anstieg mit Peak nach 3h fur
die Rationen HPNaP und HPKP. Der Verlauf von HPCM bewegte sich dagegen im gleichen
Bereich wie CON. Zwar l&sst sich aufgrund der begrenzten Zeitspanne, die hier betrachtet
wurde, ein verzogerter Anstieg auRerhalb der Messzeitpunkte von PTH bei Fitterung eines
organischen P-Exzesses (HPCM) nicht ausschlieRen. Allerdings ware bei verzogertem
Anstieg auch ein langeres Persistieren des Peaks und damit ein Unterschied bei den
praprandialen Werten zu erwarten. Ein solcher wurde jedoch nicht gefunden. Vielmehr

scheinen Pi-Quellen, vermutlich aufgrund der héheren Loslichkeit von P (HPNaP: 56 %
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Psotz, HPKP: 33 % Psoi1 vS. HPCM: 4 % Psoin) einen schnellen und massiven Anstieg der
PTH-Sekretion zu verursachen, wahrend organische Quellen keinen Einfluss zu haben
scheinen.

Auch die beiden Knochenmarker CrossLaps und bALP wiesen zumindest numerisch héhere
Serumkonzentrationen flr die Rationen mit Pi-Quellen auf. Erhdhte Konzentrationen
sprechen generell fir einen erh6hten Knochenstoffwechsel (,turnover). In der
Humanmedizin wird empfohlen, bALP zusammen mit PTH zu bestimmen, um den
Knochenstoffwechsel zu beurteilen (Jehle, 2017). Obwohl in beiden HP-Rationen mit Pi-
Quellen (HPNaP, HPKP) eine Erhéhung der Knochenmarker vorlag, konnte dieser Umsatz
von Knochengewebe nicht quantifiziert werden, da nicht bekannt ist, inwiefern diese sich
gegenseitig ,,ausgleichen” und somit letztendlich ein Auf- oder Abbau des Knochens
Uberwog. Hierfur wére die Bestimmung einer grélReren Bandbreite von verschiedenen
Knochenparametern notwendig gewesen. In der vorliegenden Studie stand jedoch nur eine
begrenzte Menge an Serum je Hund und Blutentnahmezeitpunkt zur Verfiigung (GV-
SOLAS und Arbeitskreis 4 in der TVT, 2017). Aus diesem Grund musste eine Priorisierung
der Parameter, die bestimmt werden konnten, vorgenommen werden. Dennoch ist es
bemerkenswert, dass sich die AUCs beider Marker bei Fltterung einer Ration mit Pi-Exzess
(HPNaP, HPKP) gegeniiber den Werten bei Futterung eines organisches P-Exzesses
(HPCM) in etwa verdoppelten. Vermutlich bedingte die Fltterung einer HP-Ration mit Pi
als P-Quelle also einen gesteigerten Knochenstoffwechsel, der den Knochen anfélliger fur
Knochenstoffwechselstérungen machen kénnte, wie aus der Osteoporoseforschung bekannt
ist (Eastell et al., 1993; Garnero, Sornay-Rendu, Chapuy, & Delmas, 1996).
Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass ein alimentérer P-Exzess mit
anorganischen Phosphaten (HPNaP, HPKP) bei adulten, gesunden Hunden zu einem
Anstieg der Parameter sP, sCaP, PTH, FGF23 sowie der Knochenmarker fuihrte. Im Kontext
mit verschiedenen Erkrankungen, wie z.B. einer chronischen Nierenerkrankung, gelten
insbesondere die erst genannten Parameter fur die weitere Prognose als relevant. Hohe
Werte sind mit verkulrzten Lebenszeiten assoziiert (Dhingra et al., 2007; Foley et al., 2009;
Tonelli, Sacks, Pfeffer, Gao, & Curhan, 2005). Es stellt sich daher die Frage, ob die
Veranderung dieser Parameter auch bei gesunden Tieren als Warnzeichen gesehen werden

sollten.
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6.3. Mogliche Folgen einer Hyperphosphatdmie

6.3.1. Bei anderen Spezies mit bestehender CNI

Bei Menschen mit Nierenerkrankungen sind erhohte sP-Konzentrationen, wie sie in der
vorliegenden Arbeit beschrieben wurden, vor allem wenn diese Uber einen langeren
Zeitraum bestehen, moglichst zu vermeiden (Dhingra et al., 2007; Foley et al., 2009;
Linefsky et al., 2011). Sie konnten in diversen Studien (Ganesh, Stack, Levin, Hulbert-
Shearon, & Port, 2001; Ibels et al., 1979; Narang, Ridout, Nonis, & Kooner, 1997), mit
einer erhohten Letalitat assoziiert werden (Dhingra et al., 2007; Foley et al., 2009; Tonelli
et al., 2005). In einer Kohortenstudie mit iber 6000 CNI-Patienten konnte ein signifikant
hoheres Risiko zu versterben insbesondere mit sP-Werten hoher als 3,5 mg/dl
(= 1,13 mmol/I; Referenzbereich: 1,12- 1,45 mmol/l (Walker, Hall, Hurst, & editors, 1990))
assoziiert werden (Kestenbaum et al., 2005). Es wird jedoch angenommen, dass bereits eine
kurzzeitige postprandiale Erhéhung der sP-Werte die Vasodilatationsfahigkeit negativ
beeinflussen kann (Shuto et al., 2009). P selbst kann einen gewebetoxischen Effekt haben
und somit die Gefale und auch das Nierenparenchym schadigen (Haut et al., 1980;
Razzaque, 2011), da Uberschiissiges P tiber die Nieren ausgeschieden werden muss. Dies
wird Uiber den Anstieg der Phosphatonine PTH und FGF23 erreicht. Bei Menschen mit CNI
kann ein Anstieg der Phosphatonine wiederum mit der Entstehung einer Links-Herz-
Hypertrophie (Faul et al., 2011; Grabner et al., 2017; Gutiérrez et al., 2008; Silver,
Rodriguez, & Slatopolsky, 2012) oder eines sekundaren renalen Hyperparathyreoidismus
bzw. der CKD-MBD (Martin, & Gonzélez, 2011; Moe et al., 2007; Silver, Kilav, & Naveh-
Many, 2002; Yaphe, & Forrester, 1994) in Verbindung gebracht werden. Auch erhohte
CrossLaps-Serumkonzentrationen gelten als Hinweis auf das Vorliegen einer CKD-MBD
(Moe et al., 2007), da sie insbesondere zusammen mit erhdhten PTH-Werten fur einen
gesteigerten Knochenumsatz sowie Weichgewebeverkalkungen sprechen (Jehle, 2017;
Ketteler & Floege, 2016).

Auch ein oraler Na-Exzess, wie er in den eigenen Untersuchungen in dem Durchgang
HPNaP gefiittert wurde, kann bei Menschen mit Nierenerkrankungen zu einer Links-Herz-
Hypertrophie fuhren (Andrukhova et al., 2014): Da HPNaP NaH.POs als P-Quelle
beinhaltete, wurde dem Organismus hier also nicht nur P, sondern insbesondere Pso1 und
auch Na im Exzess zugefihrt (Tabelle 15 bzw. 14). Die in den eigenen Untersuchungen
resultierenden erhdhten sP-Konzentrationen verursachten einen Anstieg an FGF23. Von
einem derartigen Anstieg ist beim Menschen bekannt, dass er wiederum die Dichte an Na-
Cl-Cotransportern (NaCC) in den distalen Nierentubuli erhéhen kann (Andrukhova et al.,
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2014). Dieser Anstieg an Na-Cl-Cotransportern bedingt eine erhohte Rickresorption von
Na aus dem Urin und somit erhdhte Serum-Na-Konzentrationen (sNa). Dies hat ein
gesteigertes Blutvolumen und Hypertension zur Folge und hemmt die Aldosteron-Sekretion
in den Nebennieren, was wiederum die epitheliale Na-Kanal-Expression (eNaC) im distalen
Nephron senkt (Andrukhova et al., 2014). Insbesondere der Anstieg des zirkulierenden
Volumens konnte z.T. das erhéhte Risiko fur eine Links-Herz-Hypertrophie infolge von
Hypertension bei CNI-Patienten erklaren (siehe Abbildung 10). Na-arme Diéten kdnnen
dagegen, ebenso wie eine CNI, den Hypertensionseffekt von FGF23 steigern, da sie die
Wirkung von Aldosteron auf die Expression von Na-Cl-Cotransportern und epithelialen Na-
Kanalen verstérken. Allerdings hat wohl auch FGF23 selbst einen direkten Einfluss auf die
Entstehung der Links-Herz-Hypertrophie beim Menschen (Faul et al., 2011; Grabner et al.,
2017; Silver et al., 2012).

NaCC 1 |— Renale Na-Ausscheidung |

/ / sNa T

FGF23 1 eNaC
CNI —— / J—— Blutvolumen 1
Aldosteron
sP 1 ),
Orale Na-Aufnahme 7 \
T Orale Na-Aufnahme |

Orale NaH,PO -Aufnahme

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Regulierung nach einer P- und Na-reichen
Diat.

In einer Studie mit unilateral nephrektomierten Mdusen, die eine P-reiche Diét erhalten
haben (100 mg P/100g KM/d; Empfehlungen: 45 mg P/100g KM/d (National Research
Council, 1995; Wolfensohn & Lloyd, 2003)), wurden, vergleichbar mit der vorliegenden
Arbeit, ebenfalls erhdhte Serumwerte fir P, PTH und FGF23 ermittelt (Eller et al., 2011).
Bereits nach 8 Wochen waren bei der pathologischen Untersuchung der Tiere
makroskopisch erkennbare, kleine weille Granula auf der verbliebenen Niere erkennbar.
Eine Analyse dieser Granula ergab Hydroxylapatit-Ablagerungen (Cas(POa)3) im distalen
Tubulus und dem Sammelrohr. AuBerdem waren die Septumwande sowie Wande des
linken Herzventrikels verdickt, was auf eine hypertrophe Kardiomyopathie hindeutete.

Diese Myopathie hat sich vermutlich infolge der durch die Hydroxylapatit-Ablagerungen
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versteiften Gefal3e entwickelt, was wiederum eine verminderte Elastizitdt und somit einen
erhohten GeféalRdruck zur Folge hatte (Shuto et al., 2009).

Bei Katzen mit CNI ist die hdufigste Folge der Hyperphosphatamie die Entstehung eines
sekundaren renalen Hyperparathyreoidismus (Barber, & Elliott, 1998; DiBartola, Rutgers,
Zack, & Tarr, 1987), insbesondere wenn bereits die IRIS Stufen 3 und 4 erreicht sind
(Kidder & Chew, 2009). Als Kklinische Manifestation des sekundéren renalen
Hyperparathyreoidismus wird haufig der sogenannte ,,rubber jaw* gesehen aber auch
Frakturen sind bei der Katze nicht ungewdhnlich (Yaphe, & Forrester, 1994). Bei dieser
Spezies gilt eine P-reiche Ration bereits unumstritten zu den Risikofaktoren, die zur
Entstehung einer CNI beitragen kénnen (Dobenecker et al., 2017; Pastoor, van't Klooster,
Mathot, & Beynen, 1995; Polzin, Osborne, Ross, & Jacob, 2000). Andersherum gibt es
Daten, die belegen, dass eine Limitierung bzw. Reduktion der oralen P-Aufnahme das
Fortschreiten der CNI bei Katzen einschranken kann (Ross, Finco, & Crowell, 1982).
Insgesamt wurde in der vorliegenden Arbeit bei gesunden Hunden also eine derartige
Verénderung von Laborparametern induziert, die denen nierenkranker Individuen nach

Aufnahme einer P-reichen Diét ahneln.

6.3.2. Beim nierenkranken Hund

Wie bei anderen Spezies besteht auch beim nierenkranken Hund ein Zusammenhang
zwischen Hyperphosphatamie und der Sterberate (Bartges, 2012; Jowsey et al., 1974). Mit
zunehmender Hyperphosphatdmie steigt auch das sCaP an. Dieses kann bei Hunden mit
CNI mit den IRIS-Stagings korreliert werden, wobei Werte (iber 77 mg?/dI? als negativer
Parameter flr die Verlaufsprognose des erkrankten Tieres identifiziert werden konnten
(Cortadellas et al., 2010; Lippi et al., 2014). Die gesunden Hunde in der vorliegenden Studie
erreichten postprandial sCaP-Werte deutlich Giber dem genannten Grenzwert (siehe Tabelle
38). Fir nierenkranke Tiere bedeutet dies, dass eine im P-Gehalt vergleichbare Ration
besonders schlechte vertraglich ist.

Auch beim Hund konnen erhohte sP-Werte im Zusammenspiel mit einer CNI zu der
Entstehung eines sekundaren renalen Hyperparathyreoidismus fiihren: in einer Studie mit
CNI-kranken Hunden entwickelten 84 % der Tiere mit sP-Werten von 1,45-1,78 mmol/I
einen sekundéren renalen Hyperparathyreoidismus (Cortadellas et al., 2010).
Interessanterweise liegt dieser Bereich nur zum Teil Uber dem Referenzbereich fiir gesunde
adulte Hunde, der bei 0,7-1,6 mmol/l liegt (Moritz, 2013). Futterung einer Pi-haltigen P-
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Exzessration flhrte in der vorliegenden Arbeit zu Werten, die weit Uber 1,6 mmol/l lagen
(HPKP: drei Stunden postprandial Werte bis zu 4,8 mmol/l), und der Anteil an sP-Werten,
die postprandial jenseits des Referenzbereichs lagen, war bei den Rationen mit Pi-Zulagen
signifikant hoher als bei CON und HPCM (HPNaP: 83; HPKP: 78 vs. CON: 24 und HPCM:
29 %). In Kombination mit einer bestehenden CNI dirfte die Fltterung einer P- aber
insbesondere einer Psoii-reichen Ration einen sekundaren renalen Hyperparathyreoidismus
zur Folge haben.

Waéhrend in den 1970er Jahren die CNI beim Hund vor allem noch auf eine chronische,
interstitielle Nephritis zurtickgefiihrt wurde (Macdougall, Cook, Steward, & Cattell, 1986),
sind inzwischen diverse Ursachen bekannt (Schaer & Gaschen, 2016). Dazu gehdren unter
anderem Infektionskrankheiten, wie die Babesiose oder auch kongenitale Erkrankungen
(Hinney & Leschnik, 2015; Schaer, & Gaschen, 2016). Unabhangig der zahlreichen
maoglichen Ursachen wird in allen diagnostizierten Féllen eine P-reduzierte Didt empfohlen
(Brown et al., 1991; Finco etal., 1992; Finco, D. R. et al., 1992; Roudebush, Polzin, Adams,
Towell, & Forrester, 2010). In einer Studie mit 48 Hunden mit induzierter CNI wurden vier
verschiedene Rationen (1: 0,4 % P, 16 % Protein; 2: 1,4 % P, 16 % Protein; 3: 0,4 % P,
32 % Protein; 4: 1,4 % P, 32 % Protein) im Hinblick auf das Fortschreiten der Erkrankung
untersucht (Finco et al., 1992). Bei denjenigen Hunden, die eine P-arme Didat erhalten
hatten, blieb die glomerulare Filtrationsrate (GFR) langer konstant und die Uberlebensrate
war signifikant besser. Insbesondere, wenn bereits eine CNI vorliegt, kann ein alimentérer
P-Exzess das Fortschreiten der Krankheit also begunstigen (Polzin, 2019). Grund dafr ist,
dass eine hohere P-Aufnahme die P-Ausscheidung je Nephron erhoht, wéhrend die
Exkretionsleistung der Nieren fur P gleichzeitig sinkt und hthere Mengen retiniert werden,
was den Gesamtstoffwechsel wiederum belastet (Finco et al., 1992; Kalantar-Zadeh et al.,
2010).

6.3.3. Beim gesunden Hund

Nach all dem oben Gesagten stellt sich die Frage, ob die Verfiutterung von P, insbesondere
von Pi, in Dosierungen wie in der vorliegenden Studie Uber langere Zeit nicht auch bei
gesunden Hunden Gesundheitsschdden hervorrufen konnte. Die genannten Resultate
unterstiitzen die Ergebnisse vorheriger Studien (Jowsey et al., 1974; Schneider, Mdiller-
Peddinghaus, Pappritz, Trieb, G. Trautwein, G., & Ueberberg, 1980; Siedler, 2018) und

deuten insgesamt darauf hin, dass bei langerfristiger Verfiitterung von Pi an den gesunden
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Hund gesundheitliche Folgen mdoglich sind. Wéhrend in diesem Zusammenhang die
Arteriosklerose und Links-Herz-Hypertrophie ein hdufiges Bild beim Menschen sind, so
kommen diese eher selten beim Hund vor. Es ist aber nicht auszuschlieRen, dass auch andere
Erkrankungen, wie die CNI oder die beim Hund héufiger auftretende Osteoarthrose, sich
durch die langfristige Aufnahme Pi-haltiger Futtermittel verschlechtern.

Bei verschiedenen Spezies, unter anderem dem Hund, wurde von schwerwiegenden Folgen
wie Nierenversagen und sogar Tod nach sehr hohen Pi-Gaben an gesunde Individuen
berichtet (unter anderem bei: Mensch (Evermann et al., 2003; Fliser et al., 2007), Maus
(Martin, Lisehora, Braxton, & Barcia, 1987; Ohnishi, & Razzaque, 2010), Kaninchen (Jin
et al., 2009), Hund (Harris et al., 1976; Jowsey et al., 1974; Schneider et al., 1980)). Erste
Untersuchungen zu alimentarer Pi-Aufnahme beim Hund sind schon tber 40 Jahre alt und
gewinnen heutzutage umso mehr an Bedeutung, als dass aufgrund des hdoheren
Bearbeitungsgrades der Futtermittel hohere Gesamt- und Pi-Gehalte in den Futtermitteln
vorhanden sein kdnnen. Schneider et al. (1980) konnten eine Atrophie der proximalen
Tubuli, fokale Vernarbungen und eine Nephrokalzinose feststellen, nachdem Pi in Exzess
fiir 38 Wochen an gesunde Hunde (0,89 K:HPO4/ kg KM bzw. 1,49 KoHPO4/ kg KM%7®)
verfuttert wurde. Die tubuldre Atrophie beginnt vermutlich damit, dass die tubuléren
Epithelzellen ihre Differenzierung verlieren (Schneider et al., 1980). Verschiedene
histochemische und elektronenmikroskopische Untersuchungen konnten hier einen Anstieg
an autophagischen Vakuolen und Autophagenlysosomen nachweisen.

Auch in den eigenen Untersuchungen wurde eine kaliumhaltige Pi-Quelle (KH2PO4) in
HPKP verwendet. Diese Ration erzielte z.T. signifikant hohere Serumparameter als die
andere verwendete Pi-Quelle. Kalium liegt im Kdorper vor allem intrazelluldr vor und wird
extrazellular mit Hilfe von Aldosteron streng in einem engen Bereich reguliert. Auch ein
minimaler Serum-K-Anstieg bewirkt daher den Anstieg von Aldosteron beim gesunden
Mensch (Himathongkam, Dluhy, & Williams, 1975; Rabinowitz, 1996). VVon einem solchen
Aldosteron-Anstieg ist bei der Maus bekannt, dass er die FGF23-Sekretion stimuliert
(Zhang et al., 2016). Dies stimmt mit den extrem hohen FGF23-Konzentrationen berein,
die in der eigenen Untersuchung an Hunden nach Futterung von HPKP auftraten. Beim
Menschen ist auflerdem bekannt, dass die orale K-Gabe zu einem Anstieg der sP-
Konzentrationen fuhrt (Humalda et al., 2020). Man kénnte daher vermuten, dass dies in
vorliegendem Versuch zusammen mit dem oralen P-Exzess einen kumulativen Effekt auf
die sP-Konzentrationen und in Folge auf die anderen untersuchten Parameter der P-

Homodostase hatte.

91



DISKUSSION

Des Weiteren konnte in einer 10-monatigen Studie an gesunden Hunden mit Fltterung einer
HP-Ration mit Pi (~411 mg/kg KM%7>/d fir vier Monate und dann ~455 mg/kg KM%">/d
flr weitere sechs Monate vs. 484 + 16 mg/kg KM®"/d fiir jeweils 18d in der vorliegenden
Arbeit) infolge der Hyperphosphatdmie eine Demineralisierung der Knochen sowie
Verkalkungen in den Nieren, der Aorta, dem Herz und in den Linsen beobachtet werden
(Laflamme & Jowsey, 1972). Allerdings wurde bei Laflamme & Jowsey einer
Kontrollration lediglich Pi in Form von Hyper-Phos-K-Tabletten (The Kendall Co.,
Needham Heights, Mass., USA) jedoch kein Ca zugelegt, was in einem inversen Ca-P-
Verhaltnis resultierte. Somit dirfte ein Teil der gefundenen Verénderungen darauf
zuruickzufuhren sein. Die beiden Diaten aus vorliegendem Versuch, welche Pi enthielten
(HPNaP, HPKP), haben im Vergleich zu CON und HPCM unter anderem zu hdheren
postprandialen Serumwerten fur die beiden Parameter des Knochenstoffwechsels geftihrt.
Dies konnte auf einen gesteigerten Knochenturnover hindeuten. Hier bleibt zu vermuten,
dass die geringfligigen, aber langerfristig einwirkenden Effekte auf den
Knochenstoffwechsel infolge einer langerfristigen bzw. lebenslangen Aufnahme von Pi-
haltigen Futtermitteln letztendlich kumulieren und zu einer Beeinflussung der
Knochengesundheit fiihren konnten. In der eigenen Arbeit konnte an der Zieltierart eine
Korrelation zwischen sP- und PTH-Konzentrationen (R? = 0,4219) ermittelt werden, was
einen Zusammenhang zwischen Knochengesundheit und einer hohen Pi-Aufnahme
vermuten lasst. AulRerdem konnte gezeigt werden, dass, wie bei anderen Tierarten (Ben-
Dov et al., 2007), auch beim gesunden Hund eine Abhangigkeit zwischen FGF23 und PTH
in gewissem Umfang (R? = 0,3145) besteht.

Bei Futterung der Ration HPNaP lagen 86 % bzw. bei HPKP 100 % der Werte fur FGF23
Uber dem von Harjes et al. (2017) definierten Normalbereich gesunder Hunde
(315 (211- 449) pg/ml). Diese Ergebnisse konnten die Annahme stiitzen, dass FGF23 ein
geeigneter Marker beim Hund sein konnte, um eine Stérung der Ca- und P-Homdostase
beim adulten Hund friihzeitig zu detektieren (Harjes et al., 2017). Des Weiteren sind die in
der vorliegenden Arbeit gemessenen enorm hohen FGF23-Konzentrationen bei gesunden
Hunden womadglich Kklinisch relevant. Eine dauerhafte Erhdhung dieses Parameters kann
nach heutigem Wissenstand vermutlich nicht nur fir nierenkranke, sondern auch fir
nierengesunde Individuen schédlich sein. Das trifft insbesondere in Kombination mit
erhdhten sP-Werten zu. Bei Ratten konnte gezeigt werden, dass die orale Gabe von Pi
systemische Entziindungen verursacht, im Schweregrad abhéangig von der Dosis der Pi-

Gabe (Yamada et al., 2014). Eine Entzindung wiederum bewirkt bei der Maus die
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Ausschittung von FGF23 aus Knochen sowie Thymus und Milz (Liu et al., 2003; Masuda
Yuki et al., 2015). Des Weiteren konnte bei dieser Spezies bereits gezeigt werden, dass ein
solcher Anstieg an FGF23 selbst ebenfalls eine inflammatorische Wirkung auf Nieren- und
Lebergewebe haben kann (Han et al., 2016). Diese proinflammatorische Wirkung von P
sowie FGF23 konnte somit unterschiedliche Erkrankungen bei Mensch und Tier negativ
beeinflussen oder sogar mit verursachen. So ist neben der Mitverursachung oder
Verschlechterung von Nierenerkrankungen eine Beteiligung an der Entstehung von

Osteoarthrosen beim Hund denkbar.

6.4. Die Bedeutung des Futters in der Epidemiologie der CNI

Bei Hunden ist die Inzidenz von CNI im Alter allgemein niedriger als bei Katzen (Bartges,
2012; Polzin, 2011). Bei Katzen wurde ein Zusammenhang zwischen Pi-Aufnahme und
Nierenschadigungen bereits mehrfach postuliert (Alexander et al., 2018; Coltherd et al.,
2018; Dobenecker et al., 2018; Dobenecker, Webel, Reese, & Kienzle, 2018; Pastoor, &
Otitz et al., 1995; Pastoor, & van'T Klooster et al., 1995). Daher liegt die Vermutung nahe,
dass Hunde weniger empfindlich fur Pi aus dem Futter sind als Katzen. Allerdings muss
hierbei die Fitterungspraxis bertcksichtigt werden. Zum einen erhalten Hunde deutlich
haufiger hausgemachte Nahrung als Katzen, zum anderen hohere Anteile an Trockenfutter
(Becker, 2009; Becker, Dillitzer, Sauter-Louis, & Kienzle, 2012). Nach Lineva et al. (2018)
enthalten Trockenfutter fir Hunde aber weniger Pi als Feuchtfutter fiir beide Spezies. Somit
nehmen die meisten Hunde also vermutlich weniger Pi auf als Katzen, was die geringere
Inzidenz fir CNI bei dieser Spezies erklaren kdnnte, wenn man davon ausgeht, dass bei
einem gewissen Anteil der Erkrankungen das Futter mdglicherweise an der Entstehung
beteiligt ist.

Bei der Untersuchung von kommerziellen Alleinfuttermitteln fir Hunde und Katzen nach
der Methode von Lineva et al. (2018) zeigte sich aul3erdem, dass der Grol3teil der getesteten
Futtermittel ein Vielfaches der empfohlenen P-Menge enthélt. Bei 91 % der getesteten
Trockenfutter fur Katzen und 44 % der Trockenfutter fur Hunde wird diese Empfehlung
bereits allein durch den Gehalt an Psqi1 Uibertroffen (Dobenecker, 2019). Die Empfehlungen
zur taglichen Versorgung mit Gesamt-P beruhen auf einer durchschnittlichen Verwertung
von etwa 40-60 % beim Hund (GfE, 1989). Die sV von Psi1 in den Rationen der
vorliegenden Arbeit, die Pi-Quellen verwendeten, liegt jedoch bei nahezu 100 % (Tabelle

20). Dies konnte bedeuten, dass bei Verwendung von hochléslichen Pi-Quellen, aufgrund
93



DISKUSSION

der héheren Verfugbarkeit als von der GfE (1989) fiir P angenommen wird, eine weitaus
héhere P-Absorption aus dem Darm erzielt wird als angenommen. In diesem Fall wurde
selbst die genaue Einhaltung der Versorgungsempfehlungen zu einem alimentéren P-Exzess
fiihren. Strenggenommen mussten fiir diesen Fall die Versorgungsempfehlungen nach
unten korrigiert werden. Dazu mdsste aber Uberpriift werden, ob der Anteil an besser
verfligbarem P tatsachlich retiniert oder tber den Harn ausgeschieden wird. AuRerdem muss
die P-Versorgung immer im Zusammenhang mit dem Ca:P-Verhaltnis betrachtet werden.
Da eine Korrektur der Versorgungsempfehlungen in dieser Weise ein sehr weites Ca:P-

Verhaltnis zur Folge hatte, ist es sehr fraglich, ob diese Anpassung realistisch ist.

6.5. Mogliche Aussichten fur die Praxis

In der vorliegenden Studie wurde die fiinffache Menge des taglichen P-Bedarfs gesunder
adulter Hunde verfittert. Im Falle der Rationen HPNaP und HPKP stammte der
uberwiegende Anteil des P aus definierten Pi-Quellen. Insofern bilden die verwendeten
Versuchsrationen vermutlich nicht die Zusammensetzung der meisten auf dem Markt
befindlichen kommerziellen Futtermittel ab. Andererseits gibt es in kommerziellem
Tierfutter nicht selten Gesamt-P sowie Psoii-Gehalte, die selbst die Mengen in den
Versuchsrationen ubersteigen (Anonymous, 2008, 2019; Brunetto et al., 2019; Dobenecker,
2019). Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Ergebnisse geben Anlass fir die
Uberlegung, ob eine weitergehende Uberpriifung der Sicherheit zugesetzter Pi-Quellen in
Futtermitteln sinnvoll wére und ob eine Obergrenze fir den Einsatz festgelegt werden sollte.
Solche Einsatzgrenzen werden in der Regel auf Basis eines sogenannten safe upper limits
(SUL) festgelegt, welches die hochste Menge angibt, bei der keine schadlichen Folgen fur
die Gesundheit festgestellt werden konnten. Besonders kritisch durfte die Verwendung
solcher Zusatzstoffe bei der Herstellung von Nierendidten zu sehen sein. Flr Didten mit
dem besonderen Erndhrungszweck ,,Unterstiitzung der Nierenfunktion bei chronischer
Niereninsuffizienz* ist ein maximaler P-Gehalt von 5 g/kg Alleinfuttermittel (88 % TS;
entspricht 5,7 g P/kg TS) festgelegt (Richtlinie 2008/38/EG). Allerdings ist diese Reduktion
an Gesamt-P nicht gleichbedeutend mit einer knappen oder reduzierten Versorgung im
Vergleich zum P-Bedarf: diese Menge an Gesamt-P entspricht noch immer in etwa dem
Doppelten der Empfehlung fir die tdgliche P-Versorgung eines gesunden adulten Hundes
(3,0 g P/kg TS; (National Research Council, 2006)) und damit etwa einem Drittel der hier

in den HP-Rationen (funffacher Bedarf) verwendeten Mengen. In diesen speziellen Diéten
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muss zwar, im Gegensatz zu einem Alleinfuttermittel fir gesunde Tiere, die Proteinquelle
und u.a. der Gehalt an Ca und P deklariert werden, aber nicht die verwendete P-Quelle
(Richtlinie 2008/38/EG). Es besteht aber die Mdoglichkeit, dass hier ebenso Pi-haltige
Zusatzstoffe aus produktionstechnischen Grinden zum Einsatz kommen. Es gibt bisher
jedoch keine Labormethode, mit Hilfe derer einzelne P-Verbindungen in einem Futtermittel
zweifelsfrei identifiziert werden konnten. Die bis zum heutigen Tag einzige Mdoglichkeit,
um zumindest den Anteil an hochldslichen Phosphaten, zu denen viele der Pi-Quellen
zahlen, zu bestimmen, stellt die Methode nach Lineva et al. (2018) dar. Ob und wenn,
welche Zusatzstoffe in einem Futtermittel verwendet wurden, ist momentan flr den
Verbraucher nicht erkennbar, da auch gemélR Verordnung (EG) Nr. 767/2009 nicht alle
zugesetzten Pi-Quellen in Futtermitteln deklariert werden mussen. Beide hier getesteten Pi-
Quellen (NaH2PO4, KH2PO4) sind entweder zur Verwendung als Zusatzstoff oder als
Mineralstoffquelle flr Futtermittel zugelassen (VO (EU) Nr. 68/2013; VO (EU) Nr.
1831/2003). Um dem Verbraucher eine fundierte Produktauswahl zu ermdglichen, misste
generell die Deklaration der in einem Futtermittel verwendeten P-Quellen verpflichtend
sein und die Verwendung von Pi-Quellen in Nierendidten sogar ganzlich untersagt werden.
Da sich Haptik und Geschmack und damit die Akzeptanz der Produkte bei weitgehendem
Verzicht auf Pi-Quellen deutlich verandern dirfte, bedarf es aber sicherlich auch der
Aufklarung der Tierhalter. Solange die Verwendung von hochlgslichen anorganischen
Phosphaten in kommerziellen Diédten jedoch nicht zweifelsfrei ausgeschlossen werden
kann, kann die Verwendung einer speziell konzipierten, selbst hergestellten Diat mit rein
organischen P-Quellen eine Lésung sein. Generell sollten bei einer bestehenden CNI die
aktuellen IRIS Empfehlungen zu Staging und Therapie befolgt werden (International Renal
Interest Society, 2020). Hier wird bereits ab Stufe Il die Gabe einer Nierendiat empfohlen.
Bei Stage Il liegt nach dem aktuellen Staging-System der sP-Wert noch unter 1,45 mmol/l
und damit innerhalb des Referenzbereichs. Die fruhzeitige Reduktion der oralen P-Zufuhr
wird u.a. damit begrundet, dass somit das Umstellen auf diese Di&t noch vor Eintreten der
Azotdmie-bedingten Inappetenz erfolgen kann. Polzin (2019) empfiehlt auBerdem
regelmaiiige Kontrolluntersuchungen mit Reevaluierung des IRIS Stagings alle 3- 4 Monate
(Polzin, 2019). Sollte hier neben sCrea und sP auch PTH bestimmt werden, ist zu beachten,
dass eine sP-Konzentration innerhalb des oberen Referenzbereichs als ,,anormal®“ zu
beurteilen ist, wenn PTH gleichzeitig erhoht ist, da bei hohem PTH die sP-Konzentration
niedrig sein sollte (Felsenfeld, & Rodriguez, 1999). Aufgrund der eigenen Ergebnisse kann

die Aussage bekraftigt werden, dass bei der Diagnostik berticksichtigt werden muss, wenn
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der Patient bei der Blutentnahme nicht niichtern war. Die sP- und PTH-Werte erreichten
etwa 3h postprandial ihren Maximalwert und konnten mithin zu einem falschem Staging
fiihren, da das IRIS Stagingsystem auf niichtern gemessenen Werten basiert (Polzin, 2019).
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7. ZUSAMMENFASSUNG

Anorganische Phosphate, welche in prozessierten Lebensmitteln zum Einsatz kommen,
konnen beim Menschen an der Entstehung verschiedener Erkrankungen des renalen,
kardiovaskularen und skelettalen Systems beteiligt sein. Solche Phosphate kénnen auch in
hoheren, bedarfsiberschreitenden Mengen in Alleinfuttermitteln fur Hunde enthalten sein.
In der vorliegenden Arbeit wurden eine ausgewogene und bedarfsdeckende Kontrollration
(CON; 100 mg P/kg KM®7/d) sowie drei Rationen mit P-Exzess (HP), die in etwa das
fiinffache des P-Bedarfs (484 + 16 mg P/kg KM%"®/d) enthielten, fiir jeweils 18 Tage an
acht gesunde, adulte Beagles (2,9 + 1,0 Jahre alt; 14,0 + 1,1 kg KM) verfiittert. Dabeli
wurden verschiedene P-Quellen verwendet: Die Ration HPCM hat den Exzess aus rein
organischen P-Quellen (Gefligelfleischkarkassenmehl und Reis ) gedeckt, wahrend der
grolite Anteil an P der beiden anderen Rationen aus wasserléslichen anorganischen P-
Quellen (HPNaP: NaH2PO4; HPKP: KH2PO4) stammte. Nach einer Anfutterungsphase
(13d) folgte eine funftagige Bilanzphase, wéhrend derer quantitativ Kot und Urin als spot
samples gesammelt wurde. An Tag 18 des jeweiligen Durchgangs wurde den Hunden zu
acht verschiedenen Zeitpunkten (1h praprandial; %2, 1, 1%, 2, 3, 5, 7h postprandial) Blut
abgenommen und P, Ca, Ca x P- Produkt, PTH, FGF23, bALP und CrossLaps im Serum
bestimmt. Es wurden neben der scheinbaren Verdaulichkeit und der Differenz zwischen der
pra- und postprandialen Ausscheidung von P im Urin auch die Kinetik sowie die AUCo.7

der Serumparameter bestimmt.

Tabelle 41: Darstellung der scheinbaren Verdaulichkeit von P und der AUCo.7 der
Serumparameter nach Futterung eines P-Exzesses an gesunde, adulte Hunde.

CON HPCM HPNaP HPKP
sV P [%] 52492 26 +5° 53 +9 2 48 £52
sP [mmol/I*t] [9+1°2 10+1° 17 +3° 21 +3°¢
sCaP [mg?/dI?*t] | 278 +46 2 314 +402% | 488 #55° 645 +129 ¢
PTH [ng/I*t] 550 +1582 | 5331662 |1271+570° | 2056 +1032°

FGF23 [pg/mi*t] | 1523 +4292 | 1314 +7342 | 3146 +1331° | 5863 +2209 °

bALP [U/1*t] 55 +12 &b 47 £10® 7931 P 92 +37 b

CrossLaps | [ng/mlI*t] | 1,5+0,6° 1,4+022% |39+11° 6,2+1,4°¢

Angaben in MWxs; Werte innerhalb einer Zeile, welche keinen gemeinsamen Buchstaben aufweisen,

unterscheiden sich signifikant voneinander (p<0,05).

97



ZUSAMMENFASSUNG

Es bestatigte sich die hohere Verdaulichkeit fur P aus hochldslichen anorganischen
Phosphaten. Bei Verfitterung der beiden anorganischen P-Quellen wurden fir alle
Serumparameter, auller Ca, Werte aul3erhalb des Referenzbereichs erzielt. Ebenfalls ergab
die Fltterung von HPNaP sowie HPKP Serumkonzentrationen, die zum Teil Giber mehrere
Stunden erhéht waren und somit, insbesondere bei Verwendung von KH2POg4, zu signifikant
hoheren AUCs fuhrte (Tabelle 41).

Fur kranke Tiere stellen derart veranderte Serumwerte einen negativen Indikator dar und
bedeuten bei CNI-Patienten bereits ab IRIS Stage 2 eine schlechtere Prognose fir den
weiteren Krankheitsverlauf. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit werfen somit die Frage
auf, ob Futtermittel, die anorganische Phosphate in vergleichbaren Mengen enthalten, nicht
auch fiir gesunde Tiere ein Risiko darstellen.
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8. SUMMARY

Inorganic phosphates, which are used in highly processed food, are known to induce a
variety of different renal, cardiovascular, and skeletal diseases in humans. Such phosphates
may also be contained in dog feed in amounts, even exceeding the requirements. In the
present study a balanced and complete control diet (CON; 100 mg P/kg BM®'%/d) and three
diets containing the fivefold P-requirements (HP; 484 + 16 mg P/kg BM®'®/d) were fed to
eight healthy adult beagle dogs (age: 2.9 + 1.0 years; bodyweight: 14.0 + 1.1 kg) for 18d
each. Each trial used a different P-source: HPCM consisted of only organic P-sources
(poulty meal and rice), while the majority of P in the other two HP diets were inorganic and
highly soluble in water (HPNaP: NaH2POs; HPKP: KH:PO.). The adaptation feeding
period (13d) was followed by five days of balance trial. During the balance trial faeces was
collected quantitatively and urine as spot samples. On day 18 of each trial blood was
sampled at eight different times ((1h preprandial; %, 1, 1%, 2, 3, 5, 7h postprandial) and the
serum was analyzed for P, Ca, Ca x P- product, PTH, FGF23, bALP und CrossLaps. Next
to the apparent digestibility and the difference between pre- and postprandial renal excretion

of P, also the kinetics and AUC,.7 of the serum parameters were determined.

Table 42: AUCo.7 of the serum parameters and apparent digestibility of P after feeding
different HP-diets to healthy adult dogs.

CON HPCM HPNaP HPKP
aD P [%] 52 £9 2 26 #5° 53 92 48 52
sP [mmol/I*t] | 9+1°2 10+1° 17 +3° 21+3°¢
sCaP [mg?/dI®*t] | 278 +462 | 314 +402% | 488 +55° 645 +129 ¢
PTH [ng/1*t] 550 +158 2 | 53341662 |1271+570° | 2056 +1032 °
FGF23 [pg/ml*t] | 1523 4292 | 1314 £734 2 | 3146 +1331 % | 5863 +2209 "
bALP [U/1*] 55+1223P | 47 £102 79 +31° 92 +37 2b
CrossLaps | [ng/ml*t] 15+062% |14+02% [39+1.1° 6.2+1.4°¢

Displayed as mean + std; values within one line, which share no common letter, are significantly different

(p<0,05).

A higher apparent digestibility of P from highly soluble inorganic sources was confirmed.

Feeding the two inorganic HP-diets caused serum concentrations exceeding the reference
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range in all parameters, except of Ca. Also feeding HPNaP and HPKP caused serum
concentrations, which were in part elevated for several hours and therefore caused
significantly higher AUCs, especially after intake of KH2PO4 (table 42). This indicates a
higher utilization of inorganic phosphates than is assumed and that a smaller amount of
inorganic P is necessary to cover the requirement in feed than when using only organic P-
sources.

In such a way modified serum parameters display a negative indicator and a worse prognosis
for patients with chronic kidney disease of IRIS Stage 2 and more. The results of the present
study therefore rise the question whether feed stuff containing inorganic phosphates in

similar amounts might also be a risk to healthy dogs.
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10. TABELLENANHANG

Anh. Tab. 1: Aufnahme an Versuchsfutter [g TS/kg KM®"5/d]

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 15 22 15 17
2 16 23 15 19
3 16 22 16 17
4 15 23 15 17
5 16 23 16 17
6 16 23 15 17
7 17 22 16 18
8 19 23 18 20
MW 16 23 16 18
S 1 0 1 1
Anh. Tab. 2: Aufnahme an Schweineschmalz [g TS/kg KM®"5/d]
Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 4 4 5 11
2 5 5 6 17
3 10 5 10 17
4 5 4 5 11
5 6 6 6 11
6 5 4 4 9
7 2 4 4 11
8 3 2 3 11
MW 5 4 5 12
S 2 1 2 3
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Anh. Tab. 3: Aufnahme an Mineral-Vitamin-Pulver [g TS/kg KM®"5/d]

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 0,7 0,2 3,7 3,9
2 0,7 0,2 3,9 4,1
3 0,7 0,2 3,7 3,9
4 0,7 0,2 3,8 4,0
5 0,7 0,2 3,7 4,0
6 0,7 0,2 3,8 4,0
7 0,7 0,2 3,7 3,9
8 0,7 0,2 3,7 3,8
MW 0,7 0,2 3,7 3,9
S 0,0 0,0 0,1 0,1

Anh. Tab. 4: Gesamt-TS-Aufnahme [g/kg KM% 7>/d]

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 20 26 24 31
2 22 29 25 39
3 26 28 29 38
4 21 27 24 32
5 22 28 26 32
6 21 27 23 30
7 21 26 24 33
8 22 25 25 35
MW 22 27 25 34
S 2 1 2 3
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Anh. Tab. 5: Ca-Aufnahme [mg/kg KM®"/d]

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 130 924 632 665
2 131 977 662 704
3 130 931 638 677
4 130 952 645 680
5 130 936 636 678
6 131 947 644 682
7 131 918 633 671
8 141 955 651 683

MW 132 942 643 680

S 4 18 9 11

Anh. Tab. 6: P-Aufnahme [mg/kg KM®"/d]

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 96 484 457 482
2 96 512 479 511
3 96 488 462 491
4 96 499 466 491
5 96 491 461 491
6 96 497 466 494
7 97 481 460 487
8 105 501 475 498

MW 97 494 466 493

S 3 9 7 8
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Anh. Tab. 7: Na-Aufnahme [mg/kg KM®"/d]

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 27 54 309 30
2 26 57 324 32
3 25 55 310 31
4 27 56 316 31
5 25 55 309 31
6 26 56 315 31
7 25 54 306 30
8 25 56 310 30
MW 26 55 312 31
S 1 1 5 0
Anh. Tab. 8: K-Aufnahme [mg/kg KM% 7>/d]
Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 140 149 133 548
2 144 157 139 575
3 28 150 133 556
4 140 153 135 561
5 142 150 133 557
6 138 152 135 562
7 141 146 132 548
8 139 147 133 548
MW 127 150 134 557
S 37 3 2 9
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Anh. Tab. 9: Mg-Aufnahme [mg/kg KM%"5/d]

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 12 29 30 24
2 12 31 31 26
3 12 29 30 24
4 12 30 30 24
5 12 29 30 24
6 12 30 31 24
7 13 29 31 25
8 14 30 33 26
MW 12 29 31 25
S 1 1 1 1
Anh. Tab. 10: fakale TS-Exkretion [g/kg KM®"5/d]
Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 2 6 4 5
2 1 7 4 5
3 2 6 5 6
4 2 6 5 8
5 2 6 4 6
6 2 5 4 4
7 2 6 3 5
8 3 6 5 4
MW 2 6 4 5
S 1 1 1 1
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Anh. Tab. 11: fikale Ca-Exkretion [mg/kg KM%">/d]

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 139 785 523 732
2 111 889 588 661
3 133 754 592 730
4 141 867 619 820
5 157 893 596 662
6 135 731 620 626
7 160 903 477 660
8 242 820 813 568
MW 152 830 604 682
S 37 63 92 72
Anh. Tab. 12: fakale P-Exkretion [mg/kg KM®">/d]
Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 45 363 191 277
2 35 421 218 266
3 44 348 196 235
4 48 421 224 283
5 44 389 219 250
6 38 351 218 216
7 51 400 161 279
8 68 392 318 230
MW 47 386 218 255
S 9 27 43 24
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Anh. Tab. 13: fikale Na-Exkretion [mg/kg KM% "/d]

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1| <NWG <NWG <NWG <NWG
2|<NWG <NWG <NWG <NWG
3|<NWG <NWG <NWG <NWG
4| <NWG <NWG <NWG <NWG
5|<NWG <NWG <NWG <NWG
6| < NWG <NWG <NWG <NWG
7| <NWG <NWG <NWG <NWG
8| <NWG <NWG <NWG <NWG

MW

S

Anh. Tab. 14: fakale K-Exkretion [mg/kg KM®"/d]

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1< NWG <NWG <NWG <NWG
2| <NWG <NWG <NWG <NWG
3| <NWG <NWG <NWG <NWG
4| <NWG <NWG <NWG <NWG
5/<NWG <NWG <NWG <NWG
6| <NWG <NWG <NWG <NWG
7|<NWG <NWG <NWG <NWG
8| <NWG <NWG <NWG <NWG

MW
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Anh. Tab. 15: fikale Mg-Exkretion [mg/kg KM®"/d]

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 44 102 112 119
2 39 132 123 114
3 40 104 117 111
4 51 124 133 143
5 51 126 132 121
6 43 97 128 112
7 79 110 105 119
8 69 107 181 120
MW 52 113 129 120
S 14 12 22 9
Anh. Tab. 16: sV TS [%]
Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 89 77 82 83
2 94 77 80 80
3 93 79 78 76
4 92 74 74 65
5 90 74 80 74
6 92 81 78 81
7 90 76 84 81
8 85 76 77 83
MW 91 77 79 78
S 3 2 3 6
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Anh. Tab. 17: sV Ca [%]

TABELLENANHANG

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 -7 15 17 -10
2 15 9 11 6
3 -2 19 7 -7
4 -8 9 4 -21
5 -20 6 7 3
6 -3 23 4 8
7 -22 2 25 2
8 -72 14 -25 16

MW -15 12 6 0

S 24 7 14 11

Anh. Tab. 18: sV P [%]

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 52 25 58 43
2 63 18 54 48
3 55 29 58 52
4 50 16 52 42
5 55 22 53 50
6 60 29 53 56
7 47 17 65 43
8 34 21 33 54

MW 52 22 53 48

S 8 5 9 5
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Anh. Tab. 19: sV Na [%]

TABELLENANHANG

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 ~100 ~100 ~100 ~100
2 ~100 ~100 ~100 ~100
3 ~100 ~100 ~100 ~100
4 ~100 ~100 ~100 ~100
5 ~100 ~100 ~100 ~100
6 ~100 ~100 ~100 ~100
7 ~100 ~100 ~100 ~100
8 ~100 ~100 ~100 ~100
MW ~100 ~100 ~100 ~100
S 0 0 0 0
Anh. Tab. 20: sV K [%]
Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 ~100 ~100 ~100 ~100
2 ~100 ~100 ~100 ~100
3 ~100 ~100 ~100 ~100
4 ~100 ~100 ~100 ~100
5 ~100 ~100 ~100 ~100
6 ~100 ~100 ~100 ~100
7 ~100 ~100 ~100 ~100
8 ~100 ~100 ~100 ~100
MW ~100 ~100 ~100 ~100
S 0 0 0 0
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Anh. Tab. 21: sV Mg [%]

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 25 29 25 0
2 35 14 21 12
3 34 29 23 9
4 12 17 13 -19
5 17 15 14 2
6 29 35 17 8
7 -26 23 32 3
8 2 28 -12 9
MW 16 24 17 3
S 19 7 12 9
Anh. Tab. 22: pH-Wert Urin praprandial
Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 6,8 59 6,5 6,2
2 6,1 57 6,2 5,9
3 5,6 58 6,0 54
4 6,6 6,0 6,5 6,1
5 9,2 6,0 55
6 6,5 5,8 55 5,6
7 5,9 7,0 6,7
8 54 57 6,1 6,2
MW 6,6 5,9 6,2 6,0
S 11 0,1 0,5 0,4
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Anh. Tab. 23: pH-Wert Urin postprandial

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 7,5 6,5 7,9 8,4
2 8,1 6,5 7,6 8,0
3 74 6,0 7,1 7,7
4 8,2 7,0 7,7 7,8
5 9,3 55 8,7 9,0
6 8,4 7,2 7,9 8,4
7 8,7 8,9 8,1
8 6,9 57 7,5 7,6

MW 8,1 6,4 7,9 8,1

S 0,7 0,6 0,6 0,4

Anh. Tab. 24: USG préaprandial

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 1039 1040 1021 1031
2 1048 1044 1035 1028
3 1050 1050 1040 1037
4 1038 1040 1021 1035
5 1048 1017 1019
6 1033 1034 1028 1032
7 1050 1027 1025
8 1024 1024 1027 1021

MW 1040 1037 1027 1030

S 9 11 7 5
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Anh. Tab. 25: USG postprandia

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 1044 1028 1030 1029
2 1021 1022 1024 1022
3 1063 1054 1034 1029
4 1023 1036 1024 1026
5 1042 1013 1038 1035
6 1033 1037 1030 1030
7 1041 1034 1027
8 1022 1023 1017 1018
MW 1036 1030 1029 1027
S 13 12 6 5
Anh. Tab. 26: P-Konzentration Urin praprandial [mmol/I]
Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 36 64 37 86
2 79 76 102 83
3 95 81 96 129
4 54 74 47 71
5 31 2 75
6 46 44 80 89
7 84 58 61
8 47 18 24 35
MW 55 55 65 79
S 22 29 26 27
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Anh. Tab. 27: P-Konzentration Urin postprandial [mmol/I]

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 27 7 129 104
2 4 5 107 75
3 59 19 156 127
4 4 7 117 125
5 31 7 167 94
6 18 12 130 113
7 21 133 111
8 12 4 64 63

MW 22 9 125 102

S 17 5 29 21

Anh. Tab. 28: Kreatinin-Konzentration Urin praprandial [mmol/I]

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 17 14 13 12
2 30 14 20 9
3 24 16 18 13
4 25 15 13 12
5 10 10 8
6 23 13 18 11
7 15 14 9
8 9 9 8 6
MW 20 13 14 10
S 7 2 4 2
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Anh. Tab. 29: Kreatinin-Konzentration Urin postprandial [mmol/l]

TABELLENANHANG

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 19 7 5 7
2 7 8 7 5
3 25 18 10 6
4 8 10 5 4
5 13 9 9 8
6 11 5 8 6
7 23 7 4
8 5 7 3 3

MW 14 9 7 5

S 7 4 2 1

Anh. Tab. 30: AUCo.7 SP [mmol/I*t]

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 11 10 15 21
2 9 9 16 23
3 10 10 15 23
4 10 11 14 22
5 8 8 17 20
6 8 9 15 21
7 9 10 15 14
8 8 8 22 14

MW 9 10 16 20

S 1 1 2 3
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Anh. Tab. 31: AUCo.7 sCa [mmol/I*t]

TABELLENANHANG

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 17 18 16 19
2 19 19 17 19
3 17 19 14 18
4 18 18 15 19
5 13 18 17 18
6 17 19 17 19
7 18 19 18 19
8 16 18 16 11
MW 17 18 16 18
S 2 1 1 3
Anh. Tab. 32: AUCo7sCaP [mg?/dI**t]
Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 330 330 448 691
2 298 321 487 794
3 308 346 442 731
4 332 361 448 709
5 200 249 513 656
6 255 313 461 709
7 286 347 497 485
8 219 249 610 386
MW 278 314 488 715
S 46 40 52 42
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TABELLENANHANG

Anh. Tab. 33: AUCo.7 FGF23 [pg/mI*t]

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 1388 1465 2254 2471
2 1366 643 1500 5537
3 2188 208 4280 7696
4 1097 1264 2169 4296
5 1525 3523 4734
6 1824 4224 8474
7 1796 1593 2040 5023
8 1003 2502 5180 8680
MW 1523 1314 3146 5864
S 397 680 1245 2066
Anh. Tab. 34: AUCo.7 PTH [ng/I*t]
Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 649 338 583 784
2 570 638 1130 2550
3 662 783 1543 2915
4 328 360 694 957
5 746 646 2362 3411
6 479 504 1410 2436
7 324 364 942 861
8 642 632 1503 2537
MW 550 533 1271 2056
s 148 156 533 965
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TABELLENANHANG

Anh. Tab. 35: AUCo.7 CrossLaps [ng/mlI*t]

Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 2,8 1,8 3,2 5,0
2 2,2 15 44 7,2
3 0,9 1,5 3,2 8,1
4 1.4 15 2,8 51
5 1,1 1,0 4,5 51
6 1,0 1,3 3,7 7,2
7 1,1 1,3 2,9 4,5
8 1,6 1,2 6,4 7,6
MW 15 14 3,9 6,2
S 0,6 0,2 1,1 14
Anh. Tab. 36: AUCo.7 bALPs [U/I*t]
Hund CON HPCM HPNaP HPKP
1 68 65 113 115
2 50 42 42 56
3 36 33 48 80
4 74 50 93 165
5 57 52 92 110
6 61 53 99 72
7 47 50 51 41
8 48 34 59 84
MW 55 47 75 90
s 11 10 26 36
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