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Einleitung

1 Einleitung

Phosphor spielt als zweithdufigstes Element im Koérper eine zentrale Rolle bei diversen
physiologischen Prozessen. Zu 80 % liegt es als Hydroxylapatit im Skelett vor. Die
verbleibenden 20 % sind unter anderem an Zellwandaufbau, Enzymaktivierung und
Energiemetabolismus in Form von Adenosintriphosphat (ATP) beteiligt (Klahr 1983; Soares
1995; Ghosh & Joshi 2008).

Anhand ihrer Quellen ldsst sich zwischen organischen und anorganischen Phosphaten
differenzieren. Nahrungsmittel wie Fleisch, Milch, Fisch, Hiilsenfriichte und Niisse sind
natlirliche Quellen fiir organischen Phosphor. In tierischen Quellen ist Phosphor an Proteine
und kohlenhydrathaltige Molekiile (Boaz & Smetana 1996), in Pflanzen hingegen zu groflen
Teilen als Phytat gebunden (Eeckhout & De Paepe 1994). Da Monogastrier nicht iiber das
Enzym Phytase zur Aufspaltung von Phytinsdure verfligen, ist die Phosphorverfiigbarkeit aus
pflanzlichen Quellen im Vergleich zu tierischen gering (Jeroch et al., 2008). Dem gegeniiber
stehen anorganische Phosphatquellen wie Phosphorsdure und ihre Mineralsalze, die als
Zusatzstoffe in Lebens- und Futtermitteln eingesetzt werden und aufgrund ihrer hohen
Loslichkeit (Lineva et al., 2019) gastrointestinale Absorptionsraten bei monogastrischen
Spezies von bis zu 100 % aufweisen (Kalantar-Zadeh et al., 2010; Noori et al., 2010).

Neben den Konsequenzen eines Phosphormangels (u.a. Hunde: (Kiefer-Hecker et al., 2018);
Schweine: (Alexander et al., 2010); Gefliigel: (Xu et al., 2019)), riicken zunehmend die Effekte
einer exzessiven nutritiven Versorgung in den Fokus. Potenzielle gesundheitliche Folgen einer
hohen oralen Aufnahme anorganischer Phosphate wurden bereits 1935 von Mackay & Oliver
bei Ratten gezeigt. Auch bei anderen Spezies wurden seitdem negative Auswirkungen
nachgewiesen, wobei Schiaden an Nieren (Dobenecker et al., 2021c), Skelett (Anderson &
Draper 1972; Calvo et al., 2011) und dem Herz-Kreislauf-System (Jono et al., 2000; Neves et
al., 2004) im Vordergrund stehen. Dabei spielt neben der Menge die Phosphatquelle eine
entscheidende Rolle, wie auch bei Katzen (Dobenecker et al., 2018; Coltherd et al., 2019) und
Hunden (Dobenecker et al., 2021d) gezeigt wurde. Die durchschnittliche tédgliche Aufnahme
an anorganischen Phosphaten stieg beim Menschen in vielen Populationen (Vorland et al.,
2017; Fulgoni & Fulgoni III 2021; Mazzaferro et al., 2021) seit den 1990er Jahren deutlich an.
Auch bei Katzen und Hunden liegt die Tagesaufnahme an Phosphor aufgrund der hohen
Phosphorgehalte in Fertigfuttermitteln héufig weit {iber dem Bedarf (Brunetto et al., 2019;
Dobenecker 2021). Ein Hauptgrund hierfiir sind die vielfdltigen Einsatzbereiche
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phosphathaltiger Zusatzstoffe, weshalb mittlerweile viele kommerziell verarbeitete Lebens-
und Futtermittel hohe Konzentrationen an anorganischen Phosphaten enthalten (Uribarri &
Calvo 2003; Sherman & Mehta 2009; Dobenecker 2021a). Ein Zusammenhang zwischen der
Hohe des Konsums solcher anorganischen Phosphate und der steigenden Préivalenz von
Erkrankungen wie chronischer Niereninsuffizienz liegt nahe. Da in Katzenfuttermitteln
Phosphorséure zur Harnsteinprophylaxe (Izquierdo & Czarnecki-Maulden 1991; Spears et al.,
2003) und als Geschmacksverstirker (Chemineau 2007) eingesetzt wird, aber kaum publizierte
Daten zur Unbedenklichkeit bei dieser Spezies vorliegen, ist die Untersuchung dieses
Zusatzstoffes in Hinblick auf die Nierengesundheit von besonderem Interesse. Die Effekte der
oralen Phosphataufnahme héngen neben dessen Quelle und der Menge auch von weiteren
Faktoren wie der Konzentration anderer Mineralstoffe im Futter ab. Als potenzieller
Einflussfaktor auf die Phosphorhomdostase ist unter anderem Natrium zu nennen. Bei Mensch
(Erben 2018; Hu et al., 2018) und Maus (Andrukhova et al., 2014) konnten Zusammenhéinge
zwischen Natrium und dem Phosphatonin Fibroblast Growth Factor-23 (FGF23) festgestellt
werden, das neben der renalen Phosphatreabsorption und damit dem Serumphosphatspiegel
auch die Exkretion von Natrium beeinflusst (Gattineni et al., 2009). Ein Anstieg von Serum-
FGF23 fiihrt zu einer erhohten Natriumriickresorption in den Nierentubuli und infolgedessen
zu einem Anstieg der Serumnatriumkonzentration, einem erhéhten Blutvolumen und einem
Anstieg des Blutdrucks (Andrukhova et al., 2014; Erben & Andrukhova 2017). In einer Studie
an Menschen konnte auch ein Einfluss der oralen Natriumzufuhr auf FGF23 beobachtet werden
(Zhang et al., 2016). Bisher liegen keine Daten dazu vor, inwiefern diese Interaktion auch bei
Katzen besteht. Da viele Alleinfuttermittel neben Phosphaten auch grofle Mengen an Natrium
enthalten (Brunetto et al., 2019), sind potenzielle Zusammenhinge zwischen einer hohen
Natriumzufuhr und FGF23 bei dieser Tierart praxisrelevant.

Neben den Effekten von Phosphorsdure und Natriummonophosphat auf Parameter der
Phosphorhomdostase bei Katzen sollte daher der Einfluss einer gesonderten Zulage von
Natrium in Form von Natriumchlorid auf FGF23 unabhéngig von einem Phosphorexzess

untersucht werden.



Schrifttum

2 Schrifttum

2.1 Anorganische Phosphatquellen

2.1.1 Rechtliche Einordnung

Bei den nutritiv relevanten anorganischen Phosphaten handelt es sich um Phosphorsédure bzw.
Orthophosphorsdure und ihre Mineralsalze. Die Anwendungsgebiete von anorganischen
Phosphaten sind vielfaltig und umfassen diverse technische Bereiche, beispielsweise
Agrarindustrie (Diingemittel), Medizin (Zahntechnik), Reinigungstechnik (Waschmittel),
Metallindustrie (Korrosionsschutz) oder Labortechnik (Pufferlosungen) (Havelange et al.,
2000). Auch fir Lebens- und Futtermittel sind diverse phosphathaltigen Zusatzstoffe

zugelassen (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Liste der fiir Futter- und Lebensmittel zugelassenen Phosphatverbindungen

E-Nummer E-Nummer Nummer nach Rechtsgrundlage
nach nach Positivliste
Futtermittel- Lebensmittel Einzelfuttermittel
zusatzstoff- Zusatzstoff-
liste liste
Orthophosphorsiure 1a338 E 338 - EU VO Nr.
1831/2003
§ 13 FuttMV
EU VO 1333/2008
Monokaliumphosphat E 340 (i) E 340 11.01.52 EU VO Nr.
1831/2003
§ 13 FuttMV

EU VO 1333/2008

Positivliste
Einzelfuttermittel
EU VO Nr.
68/2013
Dikaliumphosphat E 340 (ii) - EU VO Nr.
1831/2003
Trikaliumphosphat E 340 (iii)
Tetrakaliumdiphosphat E 450a (iv) § 13 FuttMV
Pentakaliumtriphosphat E 450b (iv) EU VO 1333/2008
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Monoammoniumphosphat - E 342 11.01.33 § 13 FuttMV
EU VO 1333/2008
Positivliste
Einzelfuttermittel
EU VO Nr.
68/2013
Diammoniumphosphat - - § 13 FuttMV
EU VO 1333/2008
Mononatriumphosphat E 339 (i) E 339 11.01.36 EU VO Nr.
1831/2003
Dinatriumphosphat E 339 (ii) 11.01.18
Trinatriumphosphat E 339 (iii) 11.01.50 § 13 FuttMV
EU VO 1333/2008
Positivliste
Einzelfuttermittel
EU VO Nr.
68/2013
Dinatriumdihydrogenphosphat E 450a (i) - - EU VO Nr.
1831/2003
§ 13 FuttMV
Tetranatriumphosphat E 450a (iii) - - EU VO Nr.
1831/2003
§ 13 FuttMV
Pentanatriumphosphat E 4500 (i) - - EU VO Nr.
1831/2003
§ 13 FuttMV
Calcium-Natriumphosphat - - 11.01.13 Positivliste
Einzelfuttermittel
Mono-Dicalcium- - - 11.01.35
Natriumphosphat EU VO Nr.
68/2013
Natrium-Calcium- - - 11.01.38
Magnesiumphosphat
Monocalciumphosphat E 341 (i) E 341 11.01.32 EU VO Nr.
1831/2003
Calciumhydrogenphosphat E 431 (ii) -
Mono-Dicalciumphosphat B 11.01.34 § 13 FuttMV
Dicalciumphosphat E 540 11.01.15 EU VO 1333/2008
Dicalciumphosphat, Dihydrat - 11.01.54
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Tricalciumphosphat - 11.01.49 Positivliste
Einzelfuttermittel

EU VO Nr.
68/2013

Calcium-Magnesiumphosphat - - 11.01.12 Positivliste

Einzelfuttermittel

EU VO Nr.
68/2013
Magnesiumphosphat - E 343 11.01.30 EU VO 1333/2008

Di i hosph: - 11.01.1 -
imagnesiumphosphat 01.16 Positivliste

Trimagnesiumphosphat - 11.01.51 Einzelfuttermittel

EU VO Nr.
68/2013

Die Zulassung von Zusatzstoffen wie den anorganischen Phosphaten erfolgt im Bereich der
Futtermittel durch eine Antragsstellung bei der Europdischen Kommission. Im Zuge der
Einreichung sind zudem bei der Européischen Lebensmittelbehorde (EFSA) entsprechende
Unterlagen beizubringen, die die Vorgaben nach Verordnung (EG) 429/2008 erfiillen miissen.
Zu diesen Kriterien zahlen Nachweise zur Unbedenklichkeit und zur technologischen Relevanz.
Der Zulassungsantrag umfasst weiterhin Referenzproben des betreffenden Stoffes. Nach
Priifung und Freigabe durch die EFSA und die Europdische Kommission erfolgt der Eintrag in

das Gemeinschaftsregister (Europédische Kommission 2008).

Lebensmittelzusatzstoffe werden seit 2010 europaweit einheitlich nach der Verordnung (EG)
Nr. 1331/2008 zugelassen (Europdische Kommission 2008). Die Zulassungskriterien sind
allerdings im Vergleich zu Futtermittelzusatzstoffen noch enger gesteckt. Neben einer
toxikologischen Priifung im Tiermodell muss die Unbedenklichkeit auch im menschlichen
Organismus nachgewiesen werden. Zudem muss eine technologische Notwendigkeit gegeben
sein, die die Verwendung des Stoffes rechtfertigt. Das Verfahren wird in seinen Einzelheiten
in der Durchfiihrungsverordnung (EG) 234/2011 beschrieben (Europiische Kommission 2011).
Insgesamt  werden  phosphathaltige = Zusatzstoffe  als sogenannte  ,,GRAS-
Substanzen® (Generally Recognised As Safe) eingestuft (FDA 2023).
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2.1.2 Verwendung und Deklaration

Sowohl in der Lebensmittelindustrie als auch im Heimtierfutterbereich spielen anorganische
Phosphatverbindungen eine bedeutende Rolle.

Phosphathaltige Zusatzstoffe werden im Humanbereich als Konservierungsmittel,
Sdureregulator, Antioxidationsmittel, Trennmittel, ~Geschmacksverstirker oder zur
Wasserbindung eingesetzt (Shults et al., 1972; Uribarri et al., 2003; Ritz et al., 2012; Calvo &
Uribarri 2013). Insbesondere in Fleisch- und Milchprodukten sowie in Softdrinks erfolgt
intensiver Einsatz (Ritz et al., 2012). Die Deklaration bei Zusatz in Nahrungsmitteln erfolgt
nach der Lebensmittelinformationsverordnung (EU) 1169/2011 unter Angabe der E-Nummer
und des Klassennamens (Europidische Kommission 2011). Hochstmengenbeschrinkungen
variieren je nach Lebensmittelgruppe. In manchen Produkten erfolgt der Einsatz anorganischer
Phosphate allerdings nach dem quantum satis-Prinzip. Hierzu zdhlt beispielsweise die
Verwendung von Phosphorséure in Kaugummis oder von modifizierter Stirke zum Einspritzen

in verarbeitete Fleischprodukte.

In Futtermitteln erfiillen phosphathaltige Zusatzstoffe ebenfalls diverse Zwecke. Hierzu
gehoren vor allem die Akzeptanzsteigerung, die Wasserbindung in Feuchtfutter oder die
Konservierung von halbfeuchten Produkten (Ibraimi & Finn 2017; Burke & Nelles 2018).
Nach der Futtermittelzusatzstoffverordnung (EG) 1831/2003 miissen Zusatzstoffe fiir nicht-
lebensmittelliefernde Tiere nur dann deklariert werden, wenn eine gesetzliche Hochstmenge
festgelegt wurde (Europdische Kommission 2003). Da aktuell nur fiir wenige phosphathaltige
Zusatzstoffe wie Pentanatriumphosphat und Manganhydrogenphosphat Hochstmengen gelten,
ist die Angabe bei Heimtierfutter in aller Regel nicht verpflichtend.

Im Folgenden findet sich eine Kurziibersicht zu den Mineralstoffquellen, deren Effekte in den

eigenen Arbeiten untersucht wurden.
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2.1.3 Phosphorsiure

Bei der Orthophosphorséure handelt es sich um eine dreiprotonige Verbindung mit vier
Sauerstoffatomen und einem zentralen, 5-bindigen Phosphoratom (H3PO). Die Herstellung
erfolgt labortechnisch, beispielsweise iiber den Sdureaufschluss von Apatit. Aufgrund des
chemischen Aufbaus weist der farb- und geruchlose Feststoff stark hygroskopische
Eigenschaften und eine hohe Wasserloslichkeit auf. Verwendung findet die Phosphorsdure aus

diesem Grund meist als 80-90 %ige wissrige Losung.

I
HO—I'T—OH
OH

Abbildung 1: Strukturformel der Orthophosphorsdure

Im Lebensmittelbereich steht die azidierende Eigenschaft der Phosphorsédure im Fokus, die
man sich Dbeispielsweise in Cola-Getrdnken zu Nutze macht. Neben der
Geschmackskomponente verhindert die pH-Wert-Absenkung auch den Verderb, so dass die
Phosphorsiure weitreichenden Einsatz findet (Ritz et al., 2012).

Als Futtermittelzusatzstoff ist sie der Gruppe der konservierenden Stoffe zugeordnet und wird
zu diesem Zweck in Ergénzungs- und Alleinfuttermitteln zugesetzt (Brown 1988). In
Katzenfuttern dient sie weiterhin u.a. der Optimierung von Palatabilitdt (Spears et al., 2003;
Chemineau 2007), Haltbarkeit (Brown 1988), Wasserbindung (Shults et al., 1972), Struktur
(Sherman et al., 2009) und iiber eine Ansduerung des Urin-pH-Wertes der Harnsteinprophylaxe
(Izquierdo et al., 1991; Spears et al., 2003). In kommerziellen Trockenfuttern erfolgt der
Einsatz speziell als Bestandteil von sogenannten ,Digests”, die in fliissiger Form zur
Akzeptanzerhohung als Coating auf die Kibbels aufgetragen werden (Gierhart & Hogan 1993;
Samant et al., 2021).
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2.1.4 Mononatriumphosphat

Natriumdihydrogenorthophosphat reagiert als Natriumsalz der Phosphorsdure in wéssrigen
Losungen leicht sauer und weist eine hohe Loslichkeit auf. Die labortechnische Synthese des
weilen Feststoffes kann beispielswiese iiber die Neutralisation von Phosphorsdure unter
Verwendung von Natronlauge erfolgen oder iiber die Reaktion von Phosphorsdure mit

Natriumchlorid (Doan et al., 2015).

Abbildung 2: Strukturformel des Natriumhydrogenorthophosphat

Aufgrund ihrer vielfdltigen Eigenschaften zdhlen Natriumphosphate zu den am héufigsten in
Lebensmitteln eingesetzten Phosphatsalzen und sind in Produkten wie Kise, Softdrinks,
Dressings und Béckereiprodukten zu finden (DeMan et al., 1970). Um den Wassergehalt zu
erh6hen, werden sie in vielen Landern auBerhalb Europas beispielsweise auch in rohe
Fleischprodukte injiziert (Murphy-Gutenkunst & Uribarri 2005; Burros 2006), in Zahncreme
werden sie zur Stiarkung des Zahnschmelzes eingesetzt (Sun et al., 2014).

Fiir Futtermittel ist Natriumphosphat sowohl als Zusatzstoff in der Gruppe der
Saureregulatoren (Europdische Kommission 2003), als auch als Einzelfuttermittel zugelassen
(Normenkommission 2023). Da Natriumpolyphosphate Calcium binden, werden sie haufig zur
Zahnsteinprophylaxe in Kauartikeln (Pinto et al.,, 2008) oder Coatings von
Trockenfutterkibbels (Hennet et al., 2007) zugesetzt.
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2.2 Natriumchlorid

Der allgemein als ,,Kochsalz* (NaCl) bekannte weile Feststoff geht in Verbindung mit Wasser
pH-neutrale Losungen ein. Im Gegensatz zu anorganischen Phosphaten wird NaCl zur
Verwendung in groBeren Mengen nicht chemisch synthetisiert, sondern aus natiirlich
bestehenden Quellen wie Salzminen oder Meerwasser gewonnen. Weiterhin wird
Natriumchlorid nicht als Zusatzstoff, sondern ausschlieBllich als Einzelfuttermittel (11.01.42)
definiert und dient damit rechtlich allein der bedarfsdeckenden Versorgung mit Natrium
(Normenkommission 2023). Neben dieser Funktion wird es in Futtermitteln zudem zur
Steigerung der Palatabilitdt und der Trinkwasseraufnahme oder zur Harnsteinprophylaxe

angewendet (Hamar 1976; Hawthorne & Markwell 2004).

2.3 Anorganische Phosphate in der Human- und Tierernihrung

Aufgrund der breiten Einsatzmoglichkeiten sind anorganische Phosphate mittlerweile in vielen
Lebensmitteln enthalten (Kowalski et al., 2002). Insbesondere verarbeitete Fleischprodukte
wie Wurstwaren, Milchprodukte, Aufbackwaren und colahaltige Getrdnke tragen zu einem
grofien Teil der tiglichen Phosphoraufnahme der Bevolkerung bei (Ritz et al., 2012). Ende des
zwanzigsten Jahrhunderts stellten Unternehmen vermehrt auf phosphathaltige Zusatzstoffe um,
um die Verwendung von Natrium und Nitrit zu reduzieren (Molins 2018). Durch die
zunehmende Verwendung phosphathaltiger Zusatzstoffe stieg die durchschnittliche
Tagesaufnahme an Phosphor seit den 90iger Jahren von ca. 500 mg auf iiber 1000 mg pro
Person an (Calvo & Park 1996; Kalantar-Zadeh et al., 2010; Fulgoni et al., 2021). Damit
iibersteigt die durchschnittliche Tagesaufnahme bei der iiberwiegenden Mehrheit an
Konsumenten deutlich die empfohlene Tageszufuhr von 700 mg (Trumbo et al., 2001). Laut
Calvo et al. (2023) enthalten rund 50 % aller Backwaren, Fertiggerichte und prozessierten
Fleischprodukte auf dem amerikanischen Markt Phosphatzusétze (Calvo et al., 2023). Zumeist
stellen daher anorganische Phosphate den {iberwiegenden Anteil der téglichen
Gesamtphosphoraufnahme (Uribarri et al., 2003; Sherman et al., 2009).

Es konnte zudem nachgewiesen werden, dass auch in Fertigfuttermitteln die
Phosphorkonzentration in einer Groffizahl der Produkte fir Hunde und Katzen die
Versorgungsempfehlungen um ein Vielfaches iiberstiegen, in einigen Féllen lagen die
Phosphorgehalte sogar oberhalb des empfohlenen Maximums (Anonymous 2020; Summers et
al., 2020; Dobenecker 2021). In einer Studie von Brunetto et al. (2019) {iberschritten drei der
13 untersuchten Nassfutter fiir Hunde sogar das Safe Upper Limit fiir Phosphor (Brunetto et
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al., 2019). In Umfragen aus Italien und Portugal fiittern mindestens 60 % der Befragten ihre
Hunde und Katzen vollstindig oder zumindest anteilig mit kommerziellen Futtermitteln
(Cutrignelli et al., 2005; Vinassa et al., 2020; Prata 2022). Auch in Deutschland fiittert mit ca.
78 % bei Hunden und iiber 90 % bei Katzen die iiberwiegende Mehrheit an Tierhaltern
kommerzielles Alleinfutter (Becker 2009). In den USA betrégt der Anteil ebenfalls ca. 90 %
(Schleicher et al., 2019). Ahnlich wie beim Menschen tragen anorganische Phosphate damit

auch im Heimtierbereich maBigeblich zur téglichen Gesamtphosphoraufnahme bei.

Relevant ist dies aufgrund des engen Zusammenhangs zwischen Phosphataufnahme und der
Konzentration an Phosphat im Serum. In Studien mit Hunden (Dobenecker & Herbst 2021b)
konnte gezeigt werden, dass eine hohe orale Aufnahme an anorganischem Phosphat zu einem
signifikanten Anstieg der Serumphosphorspiegel fiihrt. Insbesondere langfristig erhohte
Serumphosphorwerte stehen mit ernsthaften Gesundheitsgefahrdungen in Verbindung. Bei
Nierenpatienten ist der Zusammenhang zwischen der Hohe der Serumphosphatspiegel und der
Progression der Erkrankung unumstritten. Ein erh6hter Serumphosphatspiegel korreliert u.a.
bei Mensch (Klassen et al., 2002) und Katze (Barber & Elliott 1998; Kuwahara et al., 2006;
Boyd et al., 2008) stark mit der Mortalitdtsrate und gehort zu den Hauptindikatoren fiir das
Fortschreiten chronischer Nierenerkrankungen (CKD). Fiir Patienten mit CKD ist die
Reduktion der Phosphorzufuhr daher ein zentraler Bestandteil der Therapie (Hong et al., 2015;
Dobenecker 2023), um unter anderem durch eine geringere renale Phosphorausscheidung die
Progression der Erkrankung auszubremsen und die Uberlebenszeit zu verldngern (Santamaria
et al., 2018).

Zudem wiesen Humanpatienten mit Hyperphosphatimie deutlich héufiger viszerale und
vaskuldre Verkalkungen und eine signifikant hohere Wahrscheinlichkeit auf, an
kardiovaskuldren Erkrankungen zu versterben (Block et al., 1998). Jone et al. (2000) konnten
anhand von in vitro Studien zeigen, dass anorganisches Phosphat die Umwandlung von glatten
Gefamuskelzellen in kalzifizierende Zellen induziert. Auch in 5/6-nephrektomierten Ratten
zeigte sich ein Zusammenhang zwischen Hyperphosphatimie und Beeintrdchtigungen der
Herz- und Nierenfunktion sowie des Knochenstoffwechsels (Neves et al., 2004).
Hyperphosphatamie fiihrt zudem zu einem Anstieg des Calcium-Phosphorproduktes im Serum
(sCaxP), einem wichtigen Parameter zur Beurteilung der Mortalitétsrate bei Nierenpatienten
(Block et al., 1998). Werte > 70 mg?/dI? fiihrten bei Hunden und Katzen zu Verkalkungen im

Weichteilgewebe und im Interdigitalbereich und stellen in Bezug auf die Nierengesundheit
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einen negativen prognostischen Faktor dar (Jackson & Barber 1998; Bertazzolo et al., 2003;
Lippi et al., 2014).

Potenzielle, unerwiinschte Effekte einer hohen Phosphataufnahme auf die Nierenfunktion
konnten allerdings nicht nur bei bereits erkrankten Individuen, sondern auch bei gesunden
Tieren festgestellt werden: Nach Exposition mit anorganischen Phosphaten wurden bei Ratten
Lésionen im Nierengewebe (Mackay & Oliver 1935) und bei Hunden vaskuldre Verkalkungen
(Laflamme & Jowsey 1972) sowie tubulédre Atrophie beobachtet (Schneider et al., 1980). Die
Ubersicht von Razzaque (2011) beleuchtet die Effekte akuter Phosphatvergiftung sowie
chronischer Phosphattoxizitit, die von Blutgefd3verkalkungen tiber Tumorwachstum bis hin
zu einem beschleunigten Alterungsprozess reichen (Razzaque 2011). Wolf (2010) fasst die
potentiellen gesundheitsschadigenden Effekte einer chronischen Erhohung des Serum FGF23
als Kollateralschdden zusammen (Wolf 2010). Bei gesunden Katzen stellten Pastoor et al.
bereits im Jahre 1993 eine erniedrigte Kreatinin-Clearance und damit eine reduzierte renale
Exkretionsleistung fest, nachdem diese eine mit Monoatriumphosphat (NaH2PO4) versetzte
Ration erhalten hatten (Pastoor 1993). In weiteren Untersuchungen an gesunden Katzen konnte
dieser Effekt nachvollzogen werden (Dobenecker et al., 2018c). Die Zulage von anorganischen
Phosphaten fiihrte dariiber hinaus zu einem Anstieg der Serumphosphatspiegel und des Urin-
Protein/Kreatinin-Verhaltnisses (UP/C). Zudem wurden Mikroalbuminurie und Glucosurie
beobachtet und als Zeichen einer akuten tubuldren Schiadigung interpretiert (Hertel-Boehnke
2018). Auch die renale Phosphorexkretion wurde durch die Aufnahme anorganischer
Phosphatquellen signifikant erhoht (Dobenecker et al., 2018; Dobenecker et al., 2018c).
Ahnliche Resultate lieferten auch Studien am Hund: die Zufuhr von Natrium- und
Kaliumphosphat (NaH2PO4; KH2POs) fithrte jeweils zu einer signifikanten Erhohung von
Serum-Parathormon (PTH), Serum-FGF23 und der knochenspezifischen Umbaumarker
alkalische Phosphatase und Kollagen Crosslaps (Dobenecker et al., 2021b; Dobenecker et al.,
2021d).

Die Erforschung moglicher Zusammenhénge zwischen dem zunehmenden Einsatz (Molins
2018) anorganischer Phosphate in Lebens- und Futtermitteln und der steigenden Préivalenz
chronischer Nierenerkrankungen sowohl beim Menschen (Lv & Zhang 2019), als auch bei der
Katze (Marino et al., 2014; Brown et al., 2016) ist vor dem Hintergrund dieser Studien mit
gesunden Individuen von besonderem Interesse.

Demnach ergibt sich auch die Frage, inwiefern Phosphatquellen sich in ihren Effekten auf

Nierenparameter unterscheiden.
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Untersuchungen dazu zeigten, dass nicht nur die Gesamtmenge an aufgenommenem Phosphor,
sondern auch dessen chemische Eigenschaften eine zentrale Rolle beim Geféahrdungspotenzial
fiir die Nierengesundheit spielen. In einer vergleichenden in vitro Studie mit verschiedenen
Phosphaten wiesen anorganische Quellen eine signifikant hohere Wasserloslichkeit auf als
organische (Lineva et al., 2019). Die praktische Relevanz dessen konnten Dobenecker et al.
(2021) in vivo zeigen: Aufgrund der guten Loslichkeit wurden anorganische Phosphate bei
Hunden zu einem deutlich hoheren Anteil als Phosphate aus organischen Quellen scheinbar
verdaut (Dobenecker et al., 2021b; Dobenecker et al., 2021d). Infolgedessen stiegen im Serum
Parathormon (PTH), Serum-FGF23 und die knochenspezifischen Marker alkalische
Phosphatase und Kollagen Crosslaps signifikant an. Bei Katzen fiihrte die Aufnahme von
Kalium- und Calciumphosphat, nicht aber von Knochenmehl, zu einem signifikanten Anstieg
der renalen Phosphorexkretionen (Dobenecker & Schaschl 2018b). Auch bei menschlichen
Probanden wurden nach Supplementierung von Di- und Trinatriumphosphat (1,5 g
Phosphor/Tag) im Vergleich zu unsupplementierten Versuchsrationen (1,4-1,6 g
Phosphor/Tag) die hochsten Werte fiir die Exkretion von Phosphor iiber die Nieren beobachtet
(Karp et al., 2007).

Weitere Studien mit Nagern zeigten, dass Unterschiede beziiglich der Effekte auf die
Nierengesundheit nicht nur zwischen organischen und anorganischen Phosphaten bestehen,
sondern auch innerhalb der Gruppe der anorganischen Phosphatquellen: Der Grad an
Kalzifikationen im Nierengewebe war bei Ratten nach Aufnahme von Tripolyphosphaten
(NasP3010; KsP3O10) hoher als bei gleicher Phosphatzufuhr aus Dihydrogenphosphaten
(NaH2POs; KH,PO4) (Matsuzaki et al., 1999). Bei Méusen zeigten sich vermehrt interstitielle
Kalzifikation, Fibrose, tubulédre Dilatation und hohere Serum-FGF23-Werte nach Zulage von

Polyphosphaten im Vergleich zu Monophosphaten (Sasaki et al., 2022).
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2.4 Kochsalz in der Human- und Tierernihrung

Wie anorganische Phosphate findet auch Kochsalz in vielerlei Lebensmitteln Einsatz und
gehdrt zu den am haufigsten verwendeten Zusitzen (Albarracin et al., 2011). Insbesondere
kommerziell verarbeitete Nahrungsmittel tragen mit ca. 77 % zu einem Grofteil zur tiglichen
Kochsalz- und damit zur Natriumaufnahme bei. Mit 2,8 g/Person/Tag im Median blieb die
tagliche Natriumaufnahme in den vergangenen 20 Jahren fast unverdndert hoch (Brouillard et
al., 2020). Somit {iberschritten im Untersuchungszeitraum von 2005-2006 9/10 Erwachsene die
Verzehrsempfehlung (2,3 g/Tag) fiir Natrium (Mattes & Donnelly 1991).

Auch viele Alleinfuttermittel fiir Hunde und Katzen weisen hohe Salzgehalte auf. In einer
Studie von Brunetto et al. (2019) mit 25 getesteten Nassfuttern lag der Medianwert fiir Natrium
bei iiber 1000 % de Versorgungsempfehlung von 0,29 g/1000 kcal. In 7 Produkten wurde sogar
das SUL von 3,75 g/1000 kcal (FEDIAF 2022) iiberschritten (Brunetto et al., 2019).
Gesundheitsorganisationen und Arzteverbinde raten seit geraumer Zeit, die empfohlene
Tagesaufnahme deutlich zu senken (1,5 g/Tag) (Campbell 2004). Hintergrund dieser
Empfehlung sind Bedenken beziiglich gesundheitlicher Auswirkungen einer langfristig hohen
Natriumzufuhr. Sowohl im Mausmodell (Ferguson et al., 2019), als auch bei menschlichen
Probanden (Intersalt Cooperative Research 1988; Mente et al., 2014) fithrte eine kochsalzreiche
Diédt zu einem Anstieg des Blutdrucks. In der Bevdlkerung stellt Hypertonie den Hauptgrund
fir kardiovaskuldre Erkrankungen dar (Brazy et al., 1989). Insbesondere Patienten mit
chronischer Nierenerkrankung entwickeln mit ca. 80 % der Betroffenen besonders héufig
Bluthochdruck (Sarafidis et al., 2008). Chronische Hypertonie forciert glomeruldre Schiden
und die Verkalkung des Nierengewebes (Bidani & Griffin 2002) und trdgt somit zur
Progression der Nierenerkrankung bei (Segura et al., 2004).

Die Beeinflussung des Blutdruckes iiber Natrium erfolgt zum einen durch einen
Volumenanstieg in den Geféfen (Lifton et al., 2001). Zum anderen konnte ein Zusammenhang
zwischen hoher Salzaufnahme, Dysbiose im Gastrointestinaltrakt und entziindlichen
GefdBerkrankungen hergestellt werden (Ferguson et al., 2019). Dariiber hinaus erfolgt die
Regulation des Blutdrucks iiber die renale Ausscheidung von Natrium, die maBgeblich durch
das Hormon FGF23 gesteuert wird (Andrukhova et al., 2014; Zhang et al., 2016). Weiterhin
wird vermutet, dass FGF23 iiber die Senkung der Vitamin D-Serumspiegel (Shimada et al.,
2004) eine Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) herbeifiihrt und
damit auch RAAS-abhéngig den Blutdruck beeinflusst (de Borst et al., 2011).
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In Studien an FGF23-knockout Méusen konnte der Zusammenhang zwischen FGF23,
Hypertonie und Salzaufnahme bereits gezeigt werden (Andrukhova et al., 2014). Auch bei
menschlichen Probanden konnte dies nachvollzogen werden (Hu et al., 2018; Ferguson et al.,
2019). Im Gegensatz dazu wurden bei Katzen keine Effekte einer hohen Salzzufuhr auf den
Blutdruck festgestellt (Luckschander et al., 2004; Chetboul et al., 2014).

Informationen zu potenziellen didtetischen Einflussfaktoren auf FGF23 liegen fiir diese
Spezies trotz grofler Relevanz kaum vor. Wie bereits dargelegt, spielt FGF23 neben der
Regulation der Natriumretention als Phosphatonin eine mafgebliche Rolle in der
Phosphorhomoostase (Erben 2016). Erhohte Serumphosphatspiegel stellen einen der
Hauptindikatoren fiir das Fortschreiten einer CKD dar (Chakrabarti et al., 2012). Weiterhin
wurde FGF23 kiirzlich auch bei Katzen (Hardcastle & Dittmer 2015) als Frithmarker der CKD
etabliert. Zudem kann Natrium die intestinale Absorption von Phosphor iiber den NaPi-IIb-
Co-Transporter beeinflussen (Marks et al., 2015). Der hohe Gehalt an Natrium in vielen
Alleinfuttermitteln (Brunetto et al., 2019; Kazimierska et al., 2020) konnte daher
Auswirkungen auf die Phosphorhomdgstase haben. In Studien mit gesunden Katzen konnten bei
Verwendung von Natriumphosphaten unerwiinschte Effekte auf die Nierengesundheit
beobachtet werden (Finco et al., 1989; Dobenecker et al., 2018c¢). Allerdings konnte dabei nicht
differenziert werden, inwiefern Natrium dazu unabhéngig von Phosphor einen Beitrag leistet.
Aufgrund der genannten Zusammenhdnge und der hohen Privalenz chronischer
Nierenerkrankungen (Marino et al., 2014; Brown et al., 2016), der Haupttodesursache
geriatrischer Katzen (Chen et al., 2020), ist die Erforschung moglicher Auswirkungen einer

hohen Salzaufnahme auf den Phosphorhaushalt und FGF23 notwendig.
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2.5 FGF23 als zentraler Faktor der Phosphorhomdoostase
Wie bei Herbst (2021) detailliert beschrieben, handelt es sich bei FGF23 um ein von

Knochenzellen produziertes Hormon, das die renale Phosphorreabsorption und Synthese des
aktiven Vitamin D reduziert. Dies geschieht einerseits durch die Herunterregulation der
Natrium-Phosphat-Cotransporter der proximalen Tubulusepithelzellen und andererseits durch
die Reduktion der 1a-Hydroxylase-Expression in den Nieren (Shimada et al., 2004). Stimuli
fiir die FGF23 Sekretion der Osteoblasten und Osteozyten sind hohe extrazelluldre Phosphat-
bzw. Vitamin D Konzentrationen (Martin et al., 2012). Eine Bindung von FGF23 an spezifische
Rezeptoren und das Transmembranprotein a-Klotho als Cofaktor ist Voraussetzung fiir seine
phosphaturische Wirkung (Kurosu et al., 2006). Durch intensive Forschung zu FGF23 wurden
weitere direkte und indirekte Effekte des Hormons aufgedeckt. So hat es im Sinne eines
Riickkopplungsmechanismus physiologischer Weise einen hemmenden Einfluss auf die
Synthese eines weiteren Phosphatonins, des Parathormons (PTH) (Ben-Dov et al., 2007;
Krajisnik et al., 2007). Diskutiert werden dariiber hinaus potentiell gesundheitsschiadigende
Effekte bei hohen FGF23 Spiegeln wie der Progression von Nierenerkrankungen, der
Auslosung  von  Endotheldysfunktion und —verkalkung, Zellstress, Apoptose,
Linksherzhypertrophie, renaler ~Anémie, chronischer Entziindung, Knochenabbau,
Beeinflussung des Darmmikrobioms und Beschleunigung des Alterungsprozesses (Koizumi et
al., 2002; Fliser et al., 2007; Stubbs et al., 2007; Wang et al., 2008; Faul et al., 2011; Isakova
et al., 2011; Rebholz et al., 2015; Komaba & Fukagawa 2016; Skrypnik & Suliburska 2018).

Phosphatexzess ist als kritischer Faktor bei der Pathogenese von niereninsuffizienzassoziierten,
sogenannten ,mineral and bone disorders‘ bekannt (Calvo & Tucker 2013; Vorland et al., 2017).
Dariiber hinaus legen neuere Untersuchungen nahe, dass hohe FGF23 und PTH Spiegel als
Folge hoher Phosphataufnahme zu den beobachteten Gesundheitsschiden beitragen (Mac Way
et al., 2012; Komaba et al., 2016). Eine Hemmung beider Phosphatonine ist aufgrund
weitreichender Effekte auf den Mineralhaushalt allerdings nicht praktikabel in der Therapie
einsetzbar (Shalhoub et al., 2012). Vielmehr empfiehlt sich eine Begrenzung der Phosphatlast
durch Reduktion der Phosphoraufnahme mit der Nahrung (Komaba et al., 2016). Dies ist auch
aufgrund einer drohenden Resistenz auf Ebene der Rezeptoren bei chronisch erhohten FGF23

Spiegeln vorzuziehen (Olauson et al., 2014; Spichtig et al., 2014).
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Elevated serum phosphate concentrations have been
identified as major risk factor for progression of CKD and
correlate strongly with mortality in humans [13] and cats [14-16],
and ind: dently predicts of CKD [17]. Therefore,
stabilizing serum phosphate values by lowering phosphate intake,
especially of inorganic phosphates, is a key element of dietary
CKD management [18,19]. Apart from the relevance of i morgamc
phosphate intake in renal patients, dietary supply with i

CKD patients as well as healthy individuals. Yet, a recent study
of D ker (2021) [33] d d that the ion of

hosphate in ial pet foods, including renal diets, often
greatly exceeds the recommended allowance given by the NRC
[34] and these diets often contain high percentages of highly
water soluble phosphate. A considerable number of products for
human consumption are also known to be enriched with inorganic

phosphate can also cause adverse health effects in healthy
individuals. In studies carried out in the 1930s, MacKay et al.
observed permanent renal lesions in rats after feeding diets high
in phosphoric acid (2.94 %) [20]. In dogs, oral administration of
potassium phosphate (30 mg /kg BW®™) caused tubular atrophy
within weeks [21]. Dobenecker et al. (2018) showed that high
phosphate supply affected kidney function in cats after only
28 days of feeding calcium and sodium monophosphate [6].
In healthy male adults, FGF23 was significantly higher when
supplementing the diet with inorganic phosphate [22] and was
found to be positively correlated with renal phosph

hosphate and are therefore not ded for kidney patients
[26,35-37]. Further research investigating effects of different
sources of phosphate on health parameters is therefore warranted.
The availability and range of appropriate parameters is key when
researching the effects of different phosphate sources on mineral
homeostasis and renal function. Relatively recently, Fibroblast
Growth Factor-23 (FGF23) has been established as an early
marker of disturbed phosphorus metabolism in human [38,39],
feline [40 41] and canine [42] renal pauents due to its crucial role
in ph as phospl [43]. Its most effective
pathway involves the kidneys: as a response to phosphate influx

[23]. Restriction of inorganic phosphate intake might therefore
be important for treatment or even prevention of CKD and other
adverse health effects linked to a high phosphate burden.

Dietary supply with phosphate, influenced by its amount
and source, determines the phosphorus influx into the body.
Studies investigating phosphorus kinetics showed that most
inorganic phosphates, due to their high solubility in water, are
bsorbed in larger i pared to phosph: form organic
sources [24-26). Therefore, the phosphate burden cannot be
assessed by the total phosphate intake alone, as its source needs

into the blood: FGF23 i the utinary phosphorus

ion by degrading the sodi: h P in the
proximal tubules [44]. A high, potentially toxic serum phosphate
concentration usually leads to an increase in serum FGF23 and
renal phosphorus excretion [23,45,46]. This elimination strategy
might cause consequences itself, because the degree of renal
damage (tubular-interstitial fibrosis and tubular atrophy) correlates
directly with the amount of phosphorus excreted per nephron [47].
In addition to the effect of FGF23 onthek1dneys funherpotentlally
harmful actions of its (chronically) i
have been identified on cardiovascular health [48,49], vitamin D

on:

to be considered as well. The clinical rel of phosph:
bioavailability has been demonstrated repeatedly in several

species. In dogs dial serum phospt

as well as of us such as PTH
and FGF23 increased significantly after high oral phosphate
intake from inorganic but not from organic sources [24]. In rats,
nephrocalcinosis was more severe when feeding tripolyphosph.

bolism and bone lisation [50,51].

Another parameter to assess potential damage on kidney
health is the serum calcium by phosphorus product (sCaxP).
Values of sCaxP above 55 mg?dl* are associated with soft tissue
calcification in humans [52], and concentrations >70 mg¥dl* are

lated with d d life in canine renal patients

d to dihydrogen phosphates [27]. Another study in mice
found health effects of polyphosphates to be more harmful
compared to monophosphates [28]. In cats, adding phosphate from
inorganic sources (sodium or potassium phosphate) but not from
an organic source (bone meal) led to a significant increase of renal
phosphorus excretion [29]. Different effects of organic versus

P
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[53] and interdigital calcif in cats [54] with CKD. Dietary
phosphate can derive from naturally occurring organic sources,
mineral supplements or inorganic sources added during food
processing. Due to their various properties, phosphate additives
are also widely used in pet food. In cat food, phosphoric acid is
applied as texturizer [37,55,56], urine acidifier (prevention of
uroliths) [57,58], to enhance palatability especially in dry food
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kibbles [59] and as presewanve [60]. In the list of commonly
used phosph: ing GRAS (g 1ly d as safe)
substances in food as well as pet food processing, phosphoric acid
is noteworthy as a liquid phosphate source with an exceptionally
high concentration of phosphorus (32 %) [61]. It is important to
note that phosphate from phosphoric acid is described as almost
completely absorbable [26,62]. In this source, phosphate appears
in a completely dissolved and highly available form. For puultry

healthy cats also as potential model for human medicine.
Animals, Materials and Methods

The effects of an addition of inorganic phosphates from
phosphoric acid combined with sodium phosphate on mineral
balance and selected serum parameters were investigated in
comparison to a control diet. Eleven (control group, CON) and
ten (phosphoric acid + sodium phosphate, PA-NaP diet) healthy
adult shorthair cats (4 males, 7 females, 1-4 years of

feed, Kirstein et al (2017) reported that phosph
was the highest (84 %) when diets were supplemented w1th
phosphoric acid compared to other sources of inorganic phosphate

age, 2.7-4.7 kg body weight) bred and housed in the cattery of the
chair of Animal Nutnnon and Dietetics, Department of Veterinary

[63]. For beverages containing phosphoric acid, its
is reported to reach 100 % [64]. So far, data regarding effects of
phosphoric acid on apparent digestibility, phosphorus and calcium
homeostasis and possible adverse health effects are scarce, but the
existing data raises concerns g the safety of phosphotic
acid. Concerning effects of phosphoric acid intake have been
observed in humans as well as in cals In healthy 'young men,

Sciences, Ludwig-M -University Munich, participated
in this study. All cats underwent a general health check directly
before the start of the study including complete blood count
and selected parameters of kidney function (urea, creatinine,
SDMA, serum electrolytes) to ensure a proper health status.
Each trial lasted 28 days, commencing with an adaptation phase
(18 d), followed by a digestibility trial of 10 days. Quantitative

ling of urine and faeces was carried out, and food and water

consumption of phosphoric acid i ges was found

to increase serum phosphate concentrations and bone resorption

[5]. In cats, Fettman et al. (1992) observed an increase in renal

phosphorus excretion after supplementing the test diet with

phosphoric acid [65]. In another study by DiBartola et al. (1993),

5/9 cats developed renal lesions over a course of 2 years on a
ial diet containing phosphoric acid [66].

Intake of soluble phosphate sources can cause an increase in
serum phosphate concentrations, resulting in hyperphosphatemia
[24,67-70]. One major pathway to maintain serum phosphate
concentrations stable is to upregulate its renal excretion [23].
Compared to other species, this can lead to even higher urinary
phosphorus concentrations in the cat because of its peculiarity in
producing highly concentrated urine [71]. Based on the information
that the amount of phosphorus per nephron correlates directly with

consumption were recorded. The trials were completed by taking
fasted (minimum 12 hours (h) after the last meal) and postprandial
(3 h after food intake) blood samples on day 28. Visual inspection
of the cats was conducted daily by a veterinarian and a general
health exam including weighing was performed on a weekly basis.
The representative of the Veterinary Faculty for animal welfare
and the Government of Upper Bavaria (reference number ROB
55.2-1-2532.Vet_02-19-38) approved the study.

Housing
During the adaptation phase cats were housed in groups
of 4 to 8 animals. To allow individual food intake, the cats were

separated into single cages during feeding times for a maximum of
1 h. The same cages for single housing to which the cats had been

the degree of renal damage [47], it can be hypothesized that the
cat is ially sensible to an ssive intake of phosphorus
which also explains the high prevalence of CKD in this species
triggered by these two factors. In other words, the oral intake of
highly available phosphates is presumably more critical in this
species because of the physiologically high specific gravity of the
urine [71]. Thus, the cat may be suitable as a translational model
of phosphate toxicity for human medicine to study long-term
effects in a time-lapse fashion. Therefore, the aim of this study
was to investigate the effects of dietary supply of phosphoric acid
(H,PO,) in combination with NaH,PO, another highly available
phosphate source [6,72-74], for 28 days on the phosphate and
calcium balance as well as on serum phosphate and FGF23 in

3
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d beforehand (length x width X height = 120 x 60 x 53
or 90 x 80 x 75 cm) were used during the digestibility trial. Air
temperature and humidity were monitored and controlled using an
air conditioning system. Light (natural and artificial) was available
for at least 8 h a day. Fresh water was provided in stainless steel
bowls ad libitum. The individual cages were equipped with seat
boards, blankets and a litterbox.

Diets

A complete and balanced basal diet was produced for both
parts of the trial and fed in two daily meals. Basic values of all
dividual during the control
trial (Table 1). Food quantity was allocated based on historical data
for individual energy requirements to maintain body weight. In

were d d for each i
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diet CON, phosphorus originated entirely from organic sources,
meeting the ded daily all for phosph (NRC
0.64 g/Mcal) [34]. Exclusive use of phosphoric acid to reach the
targeted amount of inorganic phosphate was not possible due to
palatability reasons. Therefore, sodium phosphate (NaH,PO,) was
used to supplement phosphoric acid in the PA-NaP diet (Table 1).
To adjust the pH between 6.8 and 7.2, potassium hydroxide (KOH)
was added to the feed. In both diets, the Ca/P ratio was within the
recommended range of 1/1 to 2/1.

Sample Collection and Storage

During the collection period, the cats were housed

individually. To collect urine samples, two plastic basins were
ked ontop of eachother. The upper ined polyeth

beads as litter material to allow normal feline toileting behaviour.
Slots in the bottom of the first basin allowed the fresh urine to
pass through into the second basin. Urine was collected at several
time points during the day with a maximum period in between of
12 h (overnight). Using thymol and paraffin is a reliable method
to conserve the stability of urine pH over a period of at least 12 h,
as demonstrated in in-house trials [75]. To ensure the reliability of
the method, the pH of several fresh urine samples was measured
and re-evaluated after 12 h of preservation. The amount of urine
produced by each cat was determined by weighing. To collect the
urine, the layer of paraffin-thymol-mixture was d with a
needle and aspirated. Urine pH (WTW pH 325, calibrated before
measuring) and specific weight (refractometer HRM 18, Kriiss
Optronic, Germany) were determined directly after sampling.
Daily samples were kept refrigerated, pooled, and stored at -18
°C thereafter. Faeces were collected quantitatively as soon as
defecation was noticed; the samples were then weighed and

4

T Urol Ren Dis, an open access journal
ISSN: 2575-7903

stored at -18 °C until analysis. After freeze-drying (T 22 K-E-
6, Piatkowsky, Munich, Germany), daily samples were pooled,
ground and thoroughly mixed. Blood samples for serum and
citrate plasma were drawn on day 28 preprandially (pre; at least
12 h fasted) and 3 h postprandially using either the vena saphena
medialis or the vena cephalica antebrachii. After ~30 minutes and
~2 h (FGF23) of clotting, respectively, samples were centrifuged
for 15 minutes at 2000 rpm (FGF23) and 10 minutes at 3000 rpm
for the remaining parameters and stored at -80 °C until analysis.
Wet digestion with 65 % HNO, was performed in a microwave
system for feed and faecal samples. An aliquot of each 24 h urine
sample was pooled after gentle thawing and proper stirring for
analysis.

Laboratory Analyses

h h

Calcium was analysed ically (ftame Y,
Eppendorff EFOX 5033) in utine, faeces and serum. For analysis
of phosphorus, the modified vanadate molybdate method modified
according to Gericke und Kurmies (1952) [76] (Thermo-
Spectronic, Genesys 10uv) was applied. Magnesium in the feed
was measured via spectrometry (Perkin Elmer AAnalyst 800),
chloride was analysed using a chloridometer (Slamed Chloridmeter
50ul), potassium and sodium were measured photometrically
(ftame photometry, Eppendorff EFOX 5033). Crude nutrients
in the diets and faecal samples were determined by Weende
analysis (VDLUFA 2012) [77]. Serum samples were analysed
for FGF23 using an ELISA kit validated for feline samples
(KAINOS Laboratories Inc., Tokyo, Japan) [40]. Serum creatinine
was measured photometrically at IDEXX Vet Med Laboratories
GmbH, Ludwigsburg, Germany, and urine creatinine was analysed
in-house (MicroVue Creatinine Assay Kit, Quidel Corporation).
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Discussion

CKD is the most common terminal disease in aging cats [3].
In humans, the prevalence of CKD is also high and increasing [4]
Phosphate is known to be a main to the

comparable results when examining the kinetics and effects of
inorganic versus organic phosphates added to the diet of dogs.

d FGF23 i partly mediated by the co-factor
klotho, are linked to several pathological findings. These are left

of CKD [13-17). Demonstrated adverse health effects from oral
ingestion of highly available ph such as ic acid
[65,66] have raised concemns about the safety of additives even in
healthy individuals. Research in felines can help understand factors
that promote kidney damage also in human patients. Moreover,
inorganic sources of phosphate are used in cat food as well as
human food and beverages. Understanding the impact of different
sources of phosphate on health parameters is therefore important.
Although phosphoric acid is used, for example, as acidulant,
preservative, or palatant in pet food [57-60], empirical studies
investigating its safety are still scarce. Therefore, this study aimed
to gain further insights regarding the effects of phosphoric acid
in combination with another source of highly available inorganic
phosphate, both with relevance for feline and potentially human
nutrition and health.

Fosoh

In order to avoid an inverse calcium to phusphorus ratm,

ventricular hy) hy [82,83], of renal failure and
cardiovascular diseases through endothelial dysfunction, vascular
stiffness and vascular calcification [84,85], cytokine activation
leading to chronic i [86,87], an i d risk of
infection [88], heart failure [83], and reduced synthesis of active
vitamin D [50] in CKD patients. Furthermore, elevated serum
FGF23 concentrations might lead to FGF-receptor resistance,
further exacerbating the adverse effects mentioned [89]. Whether
the association between FGF23 and clinical events is causal, or
casual remains controversial [90] and extensive further research is
needed to answer this question. However, as long as it is not fully
understood to what extent FGF23 contributes to disease rather
than merely ind it, the use of additi ifi
prolonged increase should be avoided.

causing a sj;

Despite the considerable increase of FGF23, the mean
dial serum phosph ion: ded the upper
value in most cats. This might indicate that the regulation

o

which in itself might cause effects on the phosph

and to better reflect the pet food market, the calcium supply was
increased to achieve a ratio between 1 and 2 to 1. Separate effects
of calcium on parameters such as FGF23, described in genetically
modified mice [78], were not expected in the own tral. It is
known from practical feeding as well as preceding trials, that a
nutritional supply with calcium in this magnitude does not lead
to hypercalcemia in cats and dogs [7,24,70,79] nor to increased
FGF23 ions in case of ive calcium supply from
“organic’ sources like meat and bone meal [24,70]. Furthermore,
the addition of calcium carbonate caused a slight but biologically
probably irrelevant increase in serum calcium concentrations with
all values within the reference range. The sodium intake in the
test diet was increased by addmg sodium phosphate up to levels
which are le to p ial cat food. Besides,
phosphate salts pemntled as food and feed additives deliver a
cation with the phosphate, in this case sodium. The majority of
commercially available processed food products for cats supply
major minerals in abundance [33,80,81], which makes the mineral
profile of this test diet practically relevant.

Notably, there were significant differences between the
groups in various parametets even after the short duration of each
trial phase. One of the main findings was the significant increase
of serum FGF23 after feeding the PA-NaP diet, independent
of the sampling time. Dobenecker et al. (2021) [24] found

8
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by FGF23 was delayed or even insufficient to normalize serum
phosphate 3 h postprandially due to the high influx of inorganic
phosphate into the bloodstream. In dogs fed 1 meal per day, peak
values for serum phosphate concentrations were found 3 h after
food intake and had not returned to normal after 7h [24]. In another
study in dogs, the addition of inorganic phosphates to the diet also
caused a significant postpmnd.\al increase of serum phosphahe
and, in the case of and a
significant decrease in preprandial samples [70]. In contrast, high
phosphate intake from organic sources (bone meal) did not affect
serum phosphate values in the respected trials [24,70]. Therefore,
the observed increase in serum phosphate values can be linked to
the application of inorganic phosphate.

Data in the current study support this finding, where serum
phosphate in cats were 5)gmﬁcant]y lower after fasting for at
least 12 h pared to p ions when fed
the high phosphate diet. P ly, the p elevation of
serum FGF23 with significantly higher values also preprandially
caused a drop of serum phosphate below the values measured
in the control group. This finding has practical implications, as
routine diagnostics usually include measurement of fasted serum

hosph ions, but not of p values. Our
study clearly showed that only postprandial serum phosphate
concentrations rose above the upper reference, while serum FGF23
values remained elevated in the PA-NaP diet compared to CON.
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Evaluating postprandial serum phosphate values might therefore
‘be useful when assessing phosphorus homeostasis, due to possible
circadian and dietary influences [91].

In the PA-NaP diet, the apparent digestibility of phosphorus
was half of what was measured in the control group. However, the
apparently digested amount of phosphorus was significantly higher

inthe PA-NaPdiet(p<0.001), explaining thei ‘postprandial
serum phosphate and renal phosph Considering the
apparent digestibility of phosph: alone after supp duferem

sources of phosphate can therefore be w]len

proof that both the total amount of ingested phosphate and its
source are responsible for the effects on calcium and phosphorus

boli. Previously, a SUL for i ic phosphate intake of 1
g/Mcal in cats has been suggested [95,96]. This recommendation
was based on results from medium-term studies in cats using
primatily sodium trip hosphate (STPP). In id of the
present study results, more extensive information is needed about
possible effects of all i ic phosphate sources deployed in
food processing, in combination with other dietary and individual
factors, before postulation of any safe upper limit guaranteeing

the impact of different dietary phosphate sources. The fivefold
increase of calcium supply in the PA-NaP diet did not affect the
apparent digestibility or the apparently digested amount of this
element. Most of the additional calcium was excreted faecally, as
expected [92]. Even though the renal calcium excretion proofed to
be statistically higher in the PA-NaP diet, the amount per kg BW
was too low to be biologically relevant. Regarding serum calcium
concentrations, interesting results were found as well. In contrast
to findings reported by Geddes and coworkers [93] in feline CKD
patients after their dietary change to a phosphorus restricted diet,
the lower phosphorus intake in the CON group did not cause an
increase in serum calcium. To the contrary, the higher phosphorus
concentration in the PA-NaP diet lead to slgmﬁcantly higher pre-
and dial serum calcium also

that i hosphate additives are unconditionally safe for
human and animal consumption.

Another factor to consider when interpreting reseatch data
using a translational approach is the choice of the animal model.
The suitability of a research model is determined by various
factors such as availability, maintenance costs, but also the degree
of comparability of physiological function of the target organ
ot structure and, in case of nutritional context, the nutrition or
food spectrum of both the animal model and the target species.
A considerable percentage of research in the field of dietary
impact on renal function has been carried out in rodents [97].
It is important to note that rodents do not fulfil all the factors

d above. C ly used rodent-models such as the

because of the higher calcium intake in this group The authors
of the aforementioned paper did not mention if maybe calcium-
containing phosphate binders were used in this group of cats with
diagnosed CKD, which would explain the observed trend to higher
serum calcium [93].

Due to the increased serum calcium and phosphate
concentrations in the cats of the PA-NaP diet, mean postprandml
sCaxP was sj ly higher when dto CON.
sCaxP values correlate with adverse health effects such as soft
tissue calcification [52,54] and shortened life expectancy [53]
in humans and non-human animals. Therefore, finding values
above the threshold of 55 mg¥dI? [52] in all of the healthy cats
in our study is alarming. Consequently, potential effects of
food additives such as phosphoric acid on sCaxP should also be
investigated in humans. Effects of sodium phosphate alone versus
a combination of phosphoric acid and sodium phosphate on serum
phosphorus and calcium and therefore sCaxP differ significantly
in cats. The effect of phosphoric acid addition was significantly
more pronounced compared to sole use of sodium phosphate,
even though the total phosphate supply was higher in the trial
using only sodium phosphate (4.5 g/Mcal) [94]. This is further

9
J Urol Ren Dis, an open access journal
ISSN: 2575-7903

5/6™ rat model [98,99] and the adenine nephrotoxic
model [100 101] develop late stages of CKD due to acute kidney
injury. Yet, progression of CKD in humans is usually slow, which
limits the ity of the pathophysiology [102]. Dil

are also found in phosphorus absorption and vitamin D and bone
metabolism, and while serum vitamin D values decrease in humans,
they remain constant or even increase in mice as CKD progresses
[103]. Additionally, Lindstrém et al. (2018) identified significant
differences in the timing, scale, organization, and molecular profile
of key cell types and composite cell structures between mice
and humans [104]. The cat, on the other side, might have some
advantages in comparison. Previous studies in healthy felines [6, 7]
using calcium and sodium hosphate as sources of i
phosphate, found an increase in renal phosphorus excretion,
glucosuria and a decrease in creatinine clearance, indicating
potential renal damage [105]. It can be hypothesised that increased
renal phosphorus excretion with high urine concentrations after
excessive oral phosphate loading can be seen as cause for the
conspicuously high prevalence [1,2] of CKD in this species. Due
to the high sensitivity of the cat to orally administered phosphates,
the cat might be a valuable model for human CKD research.

vojume U; 1ssue U0

24



Publikationen

Citation: Sieffen C, Dobenecker B (2023) The Phosphate Additives Phosphoric Acid and Sodium Phosphate Lead to Hyperphosphatemia as well as [ncreased
FGF23 and Renal Phosphate Excretion in Healthy Cats. J Urol Ren Dis 08: 1339. DOI: 10.29011/2575-7903.001339

Menotti-Raymond M, David VA, Schéffer AA, Stephens R, Wells D,
et al. (2007) (Mutation in CEP290 discovered for cat model of human
retinal degeneration. Journal of Heredity 98: 211-220.

Es(eves MI, Schrenzel MD, Marini RP, Taylor NS, Xu S, et al (2000)
pylori Gastritis in Cats with Long-Term Natural Infection

as a Model of Human Disease. The American Joumal of Pathology

Klassen PS, Lowrie EG, Reddan DN, DeLong ER, Coladonato JA, et
al. (2002) Association between pulse pressure and mortality in patients
undergoing maintenance hemodialysis. Jama 287: 1548-1555.

Boyd LM, Langston C, Thompson K, Zivin K, Imanishi M (2008)
Survival in Cats with Naturally Occurring Chronic Kidney Disease
{2000-2002). Joumal of Veterinary Internal Medicine 22: 1111-1117.

Barber PJ, Elliott J (1998) Feline chronic renal failure: calcium
homeostasis in 80 cases diagnosed between 1992 and 1995. J Small
Anim Pract 39: 108-116.

Kuwahara Y, Ohba Y, Kitoh K, Kuwahara N, Kitagawa H (2008)
Association of laboratory data and death within one month in cats with
chronic renal failure. J Small Anim Pract 47: 446-450.

Chakrabarti S, Syme HM, Elliott J (2012) Clinicopathological varigbles
predicting progression of azotemia in cats with chronic kidney disease.
J Vet Intern Med 26: 275-281.

Dobenecker B (2023) Nutritional Management of Renal Disease.
Elsevier Health Science 2023: 10.

Hong SH, Park SJ, Lee S, Kim S, Cho MH (2015) Biological effects
of inorganic phosphate: potential signal of toxicity. J Toxicol Sci 40:

Mackay EM, Oliver J {1335) Renal Damage Following The Ingestion
Of A Diet Containing An Excess Of Inorganic Phosphate. J Exp Med

Schneider P, Pappritz G, ML\IIer -Peddinghaus R, Bauer M, Lehmann
en induced

in the dog. |. Pathogenesis 01‘ mbulal atrophy Vet Pathol 17: 699-719.

Antoniucci DM, Yamashita T, Portale AA (2006) Dietary Phosphorus
Regulates Serum Fibroblast Growth Factor-23 Concentrations in
Healthy Men. The Joumal of Clinical Endocrinology & Metabolism 91:

Ferrari SL, Bon]our JP, Rizzoli R (2005) Fibroblast Growth Factor-23
ietar and Renal pl Handling
in Healthy Young Men. The Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism 90: 1519-1524.
Dobenecker B, Herbst § (2021) Effects of dietary phosphates from
organic and inorganic sources on parameters of phospho fus
homeostasis in healthy adult dogs. PLOS ONE 16: e0246950.
Coltherd JC, Staunton R, Colyer A, Thomas G, Gilham M, et al.

{20189) Not all forms of dietary phosphorus are equal: an evaluation of
postprandial phosphorus concentrations in the plasma of the cat. Br J

Uribarri J, Calvo MS (2003) Hidden sources of phosphorus in the
typical American diet: does it matter in nephrology? In Proceedings of
the Seminars in dialysis 2003: 186-188.

Conclusion 1L
CKD has a high prevalence in humuns as well as felines.

Highly ilable sources of i hosphate are known to  12.

adversely affect kidney health. g the safety of ly

used food additives such as phosphoric acid is therefore important. 156: 709-721.

Adding phosphoric acid in combination with a soluble sodium 5

phosphate to the diet of healthy cats caused a significant increase

of serum FGF23, phosphate concentrations, and the serum calcium

by phosphorus product as well as renal phosphorus excretion. In ~ 14.

this study, we proposed the cat as translational model for human

medicine, due to its high sensitivity to dietary phosphate. These 1.

findings raise serious concerns regarding the safety of using highly .

ilable phosphate sources in p ing of food products for

feline and human consumption. 16.

1. Brown CA, Elliott J, Schmiedt CW, Brown SA {2016) Chronic Kidney ~ 17.
Disease in Aged Cats: Clinical Festures, Morphology, and Proposed
Pathogeneses. Vet Pathol 53: 309-326.

2. Marino CL, Lascelles BDX, Vaden SL, Gruen ME, Marks SL (2014) 18.
Prevalence and classification of chronic kidney disease in cats
randomly selected from four age groups and in cats recruited for 19
degenerative joint disease studies. Journal of feline medicine and .
surgery 16: 465-472. 5560

3. Chen H, Dunaevich A, Apfelbaum N, Kuzi S, Mazaki-Tovi M, et al. 20. .
{2020) Acute on chronic kidney disease in cats: Etiology, clinical and -
clinicopathologic findings, prognostic markers, and outcome. Joumal k
of veterinary intemal medicine 34: 1496-1506. 61:319-334

4. Lv JC, Zhang LX {2019) Prevalence and Disease Burden of Chronic 21.

Kidney Disease. In Renal Fibrosis: Mechanisms and Therapies, Liu H. et al. (1980)
BC, Lan HY, Lv LL, (Editors), Springer Singapore: Singapore 1165:
315 22.
5. Kristensen M, Jensen M, Kudsk J, Henriksen M, Melgaard C {2005)
Short-term effects on bone tumover of replacing milk with cola
beverages: a 10-day interventional study in young men. Osteoporos 3144-3149.
Int 16: 1803-1808. 23,

6. Dobenecker B, Webel A, Reese S, Kienzle E {2018) Effect of a high
phosphorus diet on indicators of renal health in cats. J Feline Med
Surg 20: 339-343.

7. Dobenecker B, Hertel-Bohnke P, Webel A, Kienzle E (2018) Renal  24-
phosphorus excretion in adult healthy cats after the intake of high
phosphorus diets with either calcium monophosphate or sodium
monophosphate. Journal of animal physiclogy and animal nutrition 25,

102: 1759-1765.

8. Kittleson MD, Meurs KM, Munro MJ, Kittleson JA, Liu SK, et al. {1998) "
Familial hypertrophic cardiomyopathy in maine coon cats: an animal Nutr 121: 270-284.
model of human disease. Circulation 99: 3172-3180. 26.

9. Tilley LP, Liu SK, Gilbertson SR, Wagner BM, Lord PF {1977) Primary
myocardial disease in the cat. Amodel for human cardiomyopathy. Am
J Pathol 86: 493-522. 27.

Hoenig M (2012) The cat as a model for human obesity and diabetes.
Joumal of diabetes science and technology 6: 525-533.

1w

J Urol Ren Dis, an open access journal

ISSN: 2575-7903

Matsuzeki H, Kikuchi T, Kajita Y, Masuyama R, Uehara M, et al. (1999)
Comparison of various phosphate salts as the dietary phosphorus
source on nephrocalcinosis and kidney function in rats. J Nutr Sci
Vitaminol Tokyo 45: 535-608.

YOIUDE Vo 155UE VO

25



Publikationen

Citation: Steflen €, Dobenccker B (2023) The Phesphate Additives Phosphoric Acid and Sodium Phosphate Lead to Hyperphosphatemia as well

as Increased

FGF23 and Rcnal Phosphatc Excrction in Healthy Cats. § Urol Ren Diis 08: 1339 DOI: 102901 1/2575-7903.001339

29

30

k3 |

2.

33

3

=

3

o

3

L

7.

3

a9.

40.

4

=

42,

4

b

4

-

45,

"

Sasakl S, Koike M. Tanlfufi K, Uga M, Kawahara K, et el. {2022) Dietary
polyphosphale has a grealer effect on renal damage and FGF23
secretlon than distary monaphosphate. J Med Invest 68: 173-179.

Dobenecker B, Sshaschl C, Webel A, Klenzle EA (2018) somparison
of Ihe fascal and renal phasphorus exaretlon after excessive Intake of
monophasphate fram caléium and polassium monaphosphate In adull
cats. Praceedings of the Soclety of Nutdilion Phys clogy 27. 67

Karp H, Ekholin P, Keml ¥, Hirvonen T. Lamberg-Allart C [2012)
Diflerences among Total and In Vitro Digestible Phosphorus Contend
of Meal and MIk Pradusts. Journal of Renal Nuliitlen 22: 344-349

Karp H, Ekholm P, Keml ¥, lkonen S, Hirvonen T, ef al. (2012)
Lamberg-Allardt, C. Differences Among Telal and In Vilro Digestible:
Phospharus Conlent of Plant Foods and Beverages. Journal of Renal
Nulriion  22: 416-422.

Karp HJ, Valhia KP. Karkkdinen MUM, Niemistd MJ, Lamberg-Allardl
CJE (2007 AcLte Effects of Different Phasphorus Sources on Caleium
and Bone Melabolistm In Young Women: A Whale-Foods Approach.
Calclfied Tissue Inlemallonal B0: 251-258.

Daobenecker B {2021) Phosphate intake with complete food and
diets for chronlc Kidney disease avallable on the German market.
Tierfirztiiche Praxls Kielntiere Heimilere 43: 247-254.

Nallenal Research Councll N (2008) Nulriznt Requirements of Dags
and Cais. Nallonal Academic Press, Washington DC.

Cuplsli A, KalantarZadeh K {2013) Management of Netural and
Added Digtary Phosphorus Burden In Kidney Cisease. Seminars In
Nephrology 33: 180-190

Calva MS {2000) Cletary conslderatlons to prevent lass of bone and
renal function. Nutrilion 16: 584-566.

Shenman RA, Mehta O {2009) Phosphorus and polassium sontent of
enhanosd meal and pouliry products: implications for patients who
receive dialysls. Clin J Am Soc Nephrol 4: 1370-1373

Isakova T, Wahl P, Vargas GS, Gutiémez OM, Sclalla J, et al. (2011}
Flbroblasl growth factor 23 Is elevated before parathyrold hormane
and phosphale In chronic kidney disease. Kidney Inlemalional 79:
1370-1378

Block G, Port FK (2003) Celcium phosphate metabolism and
cardiovascular disease In palienls with chronle kidney disease. Semin
Dial 16. 140-147,

Geddes R, Finch N, Elliatt J, Syme H {2013) Flbroblast Grewth Factor
23 In Fellne Chronls Kidney Disease. Journal of veterinary Internal
medicine / American College of Veterinary Inlernal Medicine . Vel
Intern Med 27: 234-241

Hardcastle MR. Diltmer KE (2015} FlbroblasL Growth Factor 23: A
New Dimension to Diseases of Calcium-Phosphorus Metabolism. Vel
Pathol 52 770-784

Harjes LM, Parker VJ, Dembek K, Young GS, Giovaninni LH, el al.
{2017} Flbroblasl Growth Factor-23 Conoentration In Dogs wilh
Chronlc Kidney Disease_ J Vet Intern Med 31: 784-790.

Erben RG (2016) Updale on FGF23 and Kiotho signaling. Mol Cell
Endecrinol 432: 56-65.

Galtinen J, Bates C. Twombloy K, Dwarakanath ¥, Roblnson ML. etal.
{2009) FGF23 desreases reral NaP|-2a and NeP|-2 expression and
induses in vive via FGF receplor
1. Amerlcan Joumal of Physlalagy-Renal Physiology 297: F262-F281.

Shimada T, Hasepawa H, Yamezakl ¥, Muto T. Hino R, et al. (2004)

1 Urel Ren Dis, an open aceess journal
I85H: 25757903

46.

¥

Bl

It

49,

5t

L

51

52.

5.

=

54.

5

a

56.

5

=]

5i

59.
&
6l

62.

[

"

FGF-23 Is 5 Potent Regulalor of Vilamin 0 Metabollsm and Phasphale
Hameoslasls. Journal of Bane and Mineral Research 19: 428436

Sailo H, Maeda A, Dhlama SI, Hirata M, Kusano K, {2060} Clraulating
FGF-23Is requlated by 1a, 25-diydrosyvitamin D3 and phosphorus In
vive. Journal of Blologleal Chemisiry 280: 2543-2543

Haul LL, Alfrey AC. Guggenheim 5. Buddinglon B. Schrier N (1980)
Renal Laxiclly of phosphate in rats. Kidney International 17: 722-721

Armlov J, Cardsson AC, Sundstrém J, Ingelssen E, Larsson A, of al
{2013) Serum FGF23 and Risk of Cardlovascular Events in Relation
to Mineral Melabollsm and Cardiovasculer Palhology. Clinlal Joumnal
of lhe American Sociely of Nephralogy 8: 781-786.

Faul €, Amaral AP, Oskouel B, Hu MC, Sloan A, el al. (2011)
FGF23 induces left ventricular hypertrophy. The Journal of Clinlcal
Investigation 121 43934408

Gutigrrez OM {2010) Fibroblast Growth Faclor 23 and Disordered
Vilamin D Metabollsm In Chronle Kidney Disease: Updating Lhe
“Trede-ofF Hypsthesis. Clinlcal Journal of the American Soclety of
Nephrology 5: 1710-1716.

Lalic N, Etben, RG (2021) FGF23 and Vitamin D Metabollsm. JBMR
Plus 5. &10558.

Block GA, Port FK (200C) Re-evaluation of r\sks assocleted wi
P n dielysls pauents
a change In “Aemeritan Journal of

Kldney Diseases 35: 12261557,

Lucero MC, Dugue FJ. GIl M, Ruiz F. Macias-Garcia B, el el. (2019)
A plesme calclum-phosphorus product can be used to predict Lhe
Ifespan of dsgs with chronls kidney disease. Can Vet J 60: 1318-1326.

Jackson HA, Barber PJ (1998) Resolution of melastatlc calcification
in the paws of & cat with sucossstul dielary management of renal
hyperparathyraldism. J Small Anim Pract 39: 495497

Ritz E, Hahn K, Ketteler M, Kuhimann MK, Mann J (2012) Phasphate
additives in food--a health risk. Disch Arziebl Int 109 49-55.

Addilives E, Pansl O, F\amur\ngs F, Younes M, Aquilna G, of al
{2019) R di. ti- and
polyphosphales {E 335341 E243.E 450452) &s food addlives and
the safely of proposed extension of use. EFSA Joumal 17: 605674.

Izqulerdo JV, Czamecki-Maulden GL (1991) Eflect of Various Acldifying
Agenis on Urine pH and Acld-Base Balance In Adult Cats. The Joumal
of Nutrition 121: $89-580.

Spears JK, Grieshop CM, Fahey GC (2003) Evalustion of sodium
bisulphale and phosphoric acld as Lrine acidffiers for cats. Arch
Tierernahr 57. 389-398.

cl A(2007) Phosp
Brown RG {1988) Making pel fsods. Can Vel J 29: 495-168.

Calvo MS, Urlbarri J {2013) Contributlons Lo Total Phospharus Intake:
All Bources Considered. Seminars |n Dialysis 26 54-81

Kamp H, Ekhelm P, Keml ¥, likonen S, Hirvonen T, et al. (2012)
Differences among folal and in vitro digestible phasphorus content of
plant faods and beverages. J Ren Nutr 22 416-422

ic acld Impacts of cat food

Kirsteln MB (2017) The use of phosphorlc acld as an allemalive
phosphorus  scurce in broiler chicken production. Stellenbosch:
Stellenbosch Unlversity 2017

26



Publikationen

Citation: Steffen C, Dobenceker B (2023) The Phosphate Additives Phosphoric Acid and Sodium Phosphate Lead to Hyperphosphatemia as well as Increased
FGF23 and Renal Phosphate Excretion in Healthy Cats. § Urel Ren Dis 08: 1339 DOI: 102901 1/2575-7903.001339

64.

65.

&

L4l

&

=

&

69.

5.

kel

L4

¥

B

7

¥

=

BL.

s

Calvo MS, Moshfegh AJ. Tucker KL {2014} Assessing the Health
Impact of Phosphorus In the Food Supply: Issues and Consideralions.
Advanees In Nutrition 5. 104-113.

Fettman MJ. JM C (1992) ERect of dietary phospheric acld
supplementation on acid-base balence and mineral and bone
metabollsm In adull cats. Amerlean Journal of Veterinary Research
53: 2125-2136

DiBarola SP, Buffinglon CA. Chew DJ, McLoughiin MA, Sparks RA
{1933} Developmenl of chronls renal disease In cats fed a commerclal
diel. J Am Vel Med Assoc 202: 744-751

Glral H, Caldas Y, Buthedand E, Wilson F, Breusegem 8. et al. :zunu)
of rat Inlestinal N,
dielary phosphale. Am J Physlol Renal Physlol 207. F 146861475

Foley RN. Collins Ad. Ishani A, Kalra PA {2008) Calc\umphnﬁpnale
levels and disease In adulls: The
Atheroscleresls Risk In Communitizs (ARIC) Sludy. Amer\can Hearl
Journal 156 556-563.

Moore LW, NDlI.e JV, Gaber AD, Sukl WN {2015) Assoclation of dietary
erum by levels of kidney
funetiont, 2 1heAmer\cen.Jnurnal of Clinical Nuitlon 102: 444-453.

Dobenecker B, Kienzle E, Sledler S {2021) The Source Matters-
Effects of High Phosphate Intake from Elght Differenl Sources In
Dogs. Animals 11: 3456

82,

i

"

4.

B

2l

B

[

k)

=

B8,

¥

Ed

and Potent/al Texi J Agric Food Chem 66: 7822-7620.

Grabner A, Amaral-Ansel P, Schramm K, Singh 8, Sloan A, e al.
{2018} Aclivatisn of Cardlae Flbroblast Grewth Faclor Receptor 4
Causes Left Ventricular Hypertrophy. Cel Metabalism 22: 1020-1032.

Gutiérrez OM (2018} Flbroblasl growth factor 23 and heart fallure: Lhe
plot thickens. Nephrol Dlal Transplant 31: 628-630.

Dal B, David V. Martin A, Huang J. LI H, et al. {2012) A comparalive
transcrlptome analysls idenlifylng FGF23 regulated genes In Ihe
Kidney of & mouse CKD model. PLOS One 7: ed4161.

Epsteln M, Freundlich M {2021) The Interseclion of mineralocorticold
receplor activetion and the FGF22-Klotho cascade: a duopely that
promotes renal and cardiovascular injury. Nephrology Dialysis
Transplantation 37: 211-221

Faul C (2017] Cardlac actlans of hibroblast growth factor 23_Bone 100
69-79.

Vervioet M (2019) Renal and extrarenal effects of fibrablest grewth
factor 23. Nat Rev Nephral 158: 109-120.

Chonchol M, Greene T. Zhang Y. Hoofnagle AN, Cheung AK (2016)
Low Vitamin D and High Floroblast Growth Factor 23 Serum Levels
Assoclete with Infeciious and Cardlac Deaths In the HEMO Siudy. J
Am Sac Nephrol 27: 227-237

Spichlig D, Zhang H. Mohebbl N. Pavik |, Petzald K, el al. (2014) Renel
of FGF23 and perlipheral reslistance to elevated FGF23 In

Krafu W, DUrr UM {2014) Klinische L
Andreas Morltz: Schaltauer 7.

In der izin:

Fineo DR, Barsant! JA, Brown SA (1389} Influence of dietary source
of phespharus on fecal and urinary exeretion of phosphorus and other
minetals by male cats. Am J Vel Res 50 263-266.

Alexander J, Stockman J, Amwal J, Butterwick R, Colyer A, et a\
{2018} Effects ofthe long-lerm fead\ng of diets enrlched wit

&
=

rodent models of polycystic kidney disease. Kidney International BS:
1340-1250.

Rodelo-Haad C, Sanlamaria R, Muftoz-Castafeda JR, Pendsn-Ruiz-
deMier MV, et al. {2019) FGF23, Blomarker or Target? Taxins Basel
11:847

Ix JH, Anderson CA, Smits G. Persky MS, Block GA (2014) Effect of
dietary intake on Lhe circadian rythm of serum phoesphale

phosphorus on the adull fellne kidney and
JNutr 121: 1-21

Pastoar FJ, Van'I-Kloasier AT, Malhat N, Beyhen AC {1995) Increasing
phosphorus inlake reduces urinary concenlrations of maghesium and
calcium in adull ovarlectomized cats fed purified diets. J Nutr 126
1334-1341

Steflen C, Klenzle E, Dobenecker B (2022) High Inlake of
Sodium Chiaride for 28 Days Causes No Efect on Serum FGF23
Cencentrallons in Cats. Animals Basel 12: 3195,

Gerlcke S, Kurmies B (1952) Colorimetrische Bestmmung der
Phosphorsaure mit Vanadat-Molybdat. Fresenlus” Zeltschrit fr
analytische Chemle 137:15-22.

Janssen EMY, Riess P, Seifert D (2008) Nassaulschluss unter Druek
VDLufa Methodenbuch Ill 6Erg 2006: 1-4.

Rodriguez-Oriz ME. Lopez |, Mufie2-Castafieda JR. Martine2-Morena
JM, Ramitez AP, et al. {2012) Caleium deficiency reduces clrculating
levels of FGF23. J Am Soc Nephrol 22: 1190-1197.

Demmel A {2011) Der Elnfluss der allmentéren Phosphorversorgung
auf ausgewdhlte Nierenfunktionsparameter bel Katzen

Daviss M. Alborough R. Jones L, Davis C, Willams C. el al_ (2017)
Mineral analysls of complete dog and cat foods In the UK and
complianee with Eurcpean guldelines. Sci Rep 7. 17107

Pereira AM, Pinto E, Matos E, Castanhelra F, Almeida AA, et al
{2018} Mineral Composition of Dry Dog Foods: Impact on Nutrition

I Urol Ren Dis, an open aceess yournal
ISSN: 25757903

b2,

3.

94,

b:

W

b

L4l

97,

concenlrations in chronic kidney disease: a crassaver study. Am J Clin
Hutr 100: 1392-1297.

Mack JK, Alexander LG, Morris PJ, Dobenecker B, Klenzle E (2015)
Demonsiration of unifermity of salcium absorpton In adult dogs and
cets. Journal of animal physlology and animal nutrition 99: 801-809.

Geddes RF, vanden-Broek DHN, Chang YM, Biourge ¥, ElliatLJ, et al.
{2021} The effect of atienualing dietary phosphate restricllon on blood
ionized calelum concenltrations In cats with chronle kidney disease
and lonized hypsraalesmia. Joumal of Veterinary Internal Medicine
35: 9§7-1007.

Steffen €, Kienzie-Ellen DB (2021) Parial exchangs of caliury

5 of sodlum phosphale
an calclum and phosphorus hemeostasis In cals, InPraceedings of lhe
ESVCN 2021

Coltherd JC, Alexander JE. Pink C, Rawlings J. ElliotL J, et al. (2021
Towards establishing no observed adverse eftect levels (NODAEL) for
different sources of dletary phosphorus In feline adult diets: results
fram a 7-month feeding study. British Journal of Nulrition 126: 1626-
1641,

Elliot J, Geddes RF {2022} New concepis in phosphorus homeoslasis
and ils Impacl on renal heallh with particular reference ta the cal. The
Veterinary Journal 283-284: 105842

Yang HC, Zuo Y. Foga AB (2010) Madals of chronic Kidnsy dissase.
Drug Discsvery Today: Disease Models 7. 13-19.

27



Publikationen

Citation: Stcficn C, Dobenccker B (2023) The Phosphate Additives Phosphoric Acid and Sodium Phosphatc Lead to Hyperphosphatemiz as well as Increasced
FGF23 and Renal Phosphate Excretion in Healihy Cats. J Urol Ren Dis 08: 1339 DOD: 102901 125753903 001339

9B. Cozzolino M. Dusso AS, Liapis H, Finch J, Lu Y. et al. {2002) The
effects of sevelamer hydrochloride and calcum carbonale on Kidney
calcificalion in uremlc rats. Joumal of the Amerlcan Soclety of
Nephrology 13: 2299-2308.

0%, Hirala M, Katsumata K, Endo K. Fukushima N, Ohkawa H, et al
{2003} In subtotally 2 i
parathyroid hormone with less risk of cardiovasculer calclfleation or
delenioralion of resldual renal funetion than 1, 26 {OH) 2 vitamin D3.
Nephrology Dlalysis Transplantation 18: 1770-1776.

100.Katsumata K, Kusano K, Hirata M, Tsunem| K, Negena N. et al. (2003)
Sevelamer hydrochloride prevents eclople caleffication and renal
osteodystraphy In chrenic renal fallure rals. Kldney intemational 64:
441450,

101.Price P, Roublick A, Willlamsan M (2006] Artery calsification in uremic
rets |s Increesed by a low prolein dlet and prevenled by treetment with
ibandronale. Kidney Internatlonal 70: 1577-1583.

IH}

1 Ural Ren Dis, an open access journal
IS5N: 25757903

102.Moe SM. Chen NX, Selferl MF, Sindzts RM, Duan O, el &l. (2009)
A ral model of chranle Kidney disease-mineral bone disorder. Kidney
inlemational 75: 176-184

103.Merelinkowska E (2020) The Vitamin D System In Humans and Mice:
Simllar bul Net the Same. Reparts 3: 1.

104.Lindstram NO, McMahon JA, Guo J. Tran T, Guo Q. el al. (2018)
Conserved and divergenl features of human and mouse Kidney
organcgenesis. Journal of the Amerlcan Society of Nephralogy 29:
T85-805

105.Eme|gh-HarL SG (2008) Assessment of renal Injury In vive. J Pharmacol
Toxicol Methods §2: 3016

28



Publikationen

3.2 High Intake of Sodium Chloride for 28 Days Causes No Effect on Serum

FGF23 Concentrations in Cats

Article

High Intake of Sodium Chloride for 28 Days Causes No Effect
on Serum FGF23 Concentrations in Cats

Carla Steffen, Ellen Kienzle and Britta Dobenecke!

teck for
rdates

s Steffen, C.; Kienzle, E.;
Dobenecker, B. High Intake of
Sodium Chloride for 28 Days Causes
No Effect on Serum FGF23
Concentrations in Cats. Animals 2022,
12,3195. https:/ /doi.org/10.3390/
ani12223195

Academic Editor: Dennis E. Jewell

Received: 19 October 2022
Accepted: 16 November 2022
Published: 18 November 2022

Publisher’s Note: MDPI stays neutral

with regard to jurisdictional daims in
published maps and institutional affil-
iations

Copyright: © 2022 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms  and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses/by/

40/).

Chair of Animal Nutrition and Dietetics, Department of Animal Sciences, Ludwig-Maximilians-Universitat
Miinchen, S 8, D-85764 Oberschleissheim, Germany
* Correspondence: Dobenecker@lmu.de

Simple Summary: Two important functions of the hormone fibroblast growth factor-23 (FGF23) are
the 1

to affect FGF23 level and blood pressure m humans and mice. Furthermore, increased serum FGF23
concentrations are associated with chronic kidney disease, which is the most common cause of death
in aging cats. It is therefore of interest to investigate the potential influence of high sodium chloride

of phosphorus h is and sodium retention. Dietary sodium chloride is known

imtake on FGF23. In contrast to findings in mice and humans, high sodium chloride supply did
not affect serum FGE23 concentrations in cats. Apparent digestibility of phosphorus, on the other
hand, was significantly increased by adding sodium chloride to the diet. Therefore, high dietary
sodium chloride concentrations may increase the phosphorus burden on the body. This is especially
true when phosphate originates from highly available sources, such as inorganic phosphates with
high solubility.

Abstract: Background: FGF23 is an acknowledged parameter to assess kidney health. As chronic
kidney failure is one of the 1nost common diseases in aging cats, dietary influences on renal health
warrant investigation. The purpose of this study was therefore to mvestigate potential correlations
between dietary sodium chloride and FGF23. Methods: In a total of two trials, 11 cats were mcluded.
In the first trial, the cats were fed a complete and balanced control diet; in the second trial, sodium
chloride was added (8 g/kg/DM)). Blood, urmary, feed, and faecal samples were analysed for major
minerals. FGF23 and creatinine were measured in blood and urine samples. Results: Serum phosphate
and FGF23 were unaffected by high sodium chloride intake, thus showing no correlation between
serum FGF23 and sodium concentrations. Apparent phosphorus digestibility was significantl

increased, however, by high sodium chloride intake, whereas apparent digestibility of calcium was
unaffected. The present study confirms differences m FGF23 and sodium chloride interaction in cats
compared with other species. Further research regarding the correlation between sodium chloride

and phosphate homeostasis is warranted.

Keywords: FGF23; phosphate; chronic kidney disease; renal health

1. Introduction

Fibroblast growth factor-23 (FGF23) is one of the most important hormones for reg-
ulating -~ ~~um levels of inorganic phosphate and is produced by osteoblasts and os-
teocyte: Iis pivotal role as phos~™-'~~"- is mediated by FGF receptors (FGFR) in
combinauw with their co-receptor ak FGF23 reduces reabsorption of phosphate
in the proximal tubules of the kidney or - - its target organs) by degrading the
sodium-phosphate cotransporter NaPi w By decreasing phosphate retention,
FGF23 lowers serum phosphate level Twast, high phosphate i~*-"2 leads to an
increase in serum phosphate and FGF... cv.n.drations, as shown in cat
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Figure L. Selected physiological effects of FGF23 on sodium and phosphate metabolism, as
in humans and rodents.

As demonstrated in mice FGF23 also decreases serum 1,25-dihydroxyvitamin
D {vitamin D) levels, " ".iu wun reduces intestinal absorpton of calcium, and po-

tentially of phosphat Hence, humans and mice delicient in aKlotho and FGF23
develop in ' rtauwa o levels and seft bssue caldfications, due to increased calcium
absorptior Furthermore, low vitamin I} serum levels cause an activation of the

TETUN-aTEi s Aldosterone system (RAAS) in the kidney. Therefore, FGF23 may up-
regula® ™ * AS by decreasing calditriol, which is a2 potential negative regulator of this
systen As aresponse, aKlotho expres © " eases, promoting even higher FGF23
SETUIN .c v cua, Tesulling in a loop mechaniso
The connection between FGF23 and .

+ w2 serum levels has raised interest in

invesligating FGF23 as a potential oo Ut 'pl " min chronic
kidney disease (CKD) in human: 3 ar ased serum
phosphate levels have been shown v vv s ga la mcy in CKD
patients of various spedies, including human d standing the
regulatory mechand behind pticsphate o. is [FGF23 also
influences renal calcium and sodium excrefion in human: In the distal

kidney tubules, FCF23 upregulates the expression of the oo viuvsiue witransporter
(NCC). FGF23 also upregulates the transient receptor potential vallinoid-5 (TRPV™ *
cations and especially calcium, which increases sodium and calcium reabsorption (Fig

In CKT} patients, serum FGF23 concentrations a ™" creased, ¢ ' ‘gher so

retention with potential effects on blood pressun [n human mnd mic

high intake of sedium chleride has been shown tt Hood pressusc, vnauchis pat vauy
explainod by an increase in intravascular voh FGF23 may therefore increase
renal sodium uptake in”-—-- lent of the RAAS ., ... ..., ~ ading to volume expansion and
increased blood pressur As a counteractive mechanism, se TOTY sancentralions
and sodium retention devicase in order to lower blood pressur Consequently,
renal sedium reabsar *° ‘s reduced in cases of low FGF23 1. ..., wo v monstrabed in
FGF23-knockout mic FGF23 defidency was founcd “- *-—--se sodium retention
and lower blood pressuic uespite high sodium chloride Hypertension is one
of the main causes of cardiova ' disease in human: exacerbates chronic
illnesses, such as kidney diseas Kidneys with a rec erular filtration rate
are particularly sensitive to fluciuauw.sms in bleod pressur rased serum sodium

levels caused by high sedium chloride intake adversely a..... ...y health by elevating
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blood pressure in human As a result, ch~-—*- hypertension can cause vascular
and glomerular injury, lewuuy, w aephrosclerosi: FCF23 also directly affects the
cardiac tissue. In humans and mice, increased se.wu. « GF2™ * *"ms have been
linked to left ventricular hypertrophy as an independent i Furthermore,
in human patients with RAAS blockage and on a sodium L, an elevated
serum FGF23 concentration was correlated with proteinurii ire, the role of
FCFQ inreg ° *° sodium excretien with RAAS is an iMoo suoss 16 consider in
renal patient In cats, hypertension is less likel *~ - -cur in healthy individuals
compared wiu rciute CKD patients (hazard ratio =02 The repe:* ' ' ace of
hypertension as comorbidity in feline CKT} patients rar.g,. .. ..om 19 o+ Renal
failure represents the most common metabolic disease in feline pabent I with
up tc *™ f geriatric cats reported to develop CKDD, it is considered the icauusy, vaise of
deatl Hence, determination of the effects of high sodium chloride intake en FGF23 is
IMp. .. . this spedes, despite no effect being * -ved for high oral sodium chleride
intake (3.1 g/1000 kcal) on blood pressure in cat This contrasted to lindings in mice
and humans.

A study in salt-sensitive Dahl rats found a correlation between incn " erum FGF23
and phosphate concentralions, as well as a reducticn in aKlotho value Considering

that sodium is involved in phosphate homeostasis and as FGF23 parakes u: uie regulation
of serum phosphate, a potential connection between dietary sodium chloride and serum
FGF23 concentrations may also affect phosphate balance. Therefore, potential factors influ-
encing FGE23 serurn concentrations, such as distary sodium chloride and phosphate intake,
need o be considered, espedially when formulating diets for CKD patients. Dobenecker
et al. (2018) demonstrated that the source of phosphate needs to be considered: sodium
phosphate (NaH; PO, + 2H,0) and calcium phosphate (Ca{H;PCy) + HyO} added to the
diet of cats led to an increase in renal phasphate excretion, -'** ---gh apparent phosphate
digestibility did not significantly differ from control diet: Ind ' apparent
digestibility of total phosphate was alse not influenced by e source

This study aimed (o gain hurther insight on serum FGF23, and th. .. - of major
minerals and parameters of renal health in cats by the selective increase of sodium chloride
supply with an otherwise balanced diet.

2 Animals, Materials, and Methods

Twa trials, each with a duration of 2§ days {d), were conducted. Eleven healthy adult
European shorthair cats (4 males, 7 females, 14 years of age, 2.7-4.7 kg bady weight),
bred and housed in the cattery of the Chair of Animal Nutribon and Dietetics, Department
of Veterinary Sdences, Ludwig Maximilian University of Munich, participated in this
study. Before commencing the study, a complete blood count and clinical blood chemistry,
including markers of renal health {urea, creatinine, SDMA, and serum elecirolytes), were
evaluated for each cat to ensure proper health status. Both 2B-day trial periods consisted
of an adaptation phase for 18 days, followed by a digestbility trial for 18 days. During
the digestibility phase, urine and faecal samples were quantitatively collected; food and
water intake were measured. Each trial was completed on day 28 by taking blood samples
pre-prandially {minimum 12 h after the last meal), as well as 3 h postprandially. Cats were
daily examined by a veterinarian and underwent a detailed weekly general clinical exam
and weighing.
2.1. Housing

All cats were kept in groups of 4 to & animals during the 18 days of the adaphon phase
and were cnly single-housed during feeding, for a maximum of 2 h a day. During the
digestibility trial, the cats were housed individually in cages (length x width x height {(an}
=120 x 60 x 53 or %0 x B0 x 75), to which they were accustomed and reintroduced to in
the weeks prior to the trial. Light {natural and artificial) was available for at least 8h a
day and air temperature and humidity were adj

d by an air-conditioning system. Fresh
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water was provided in stainless steel bowls ad libitum, whereas the amount of feed was
calculated and apportioned based on the individual energy requirements, according to
historical data, to allow for maintenance of individual body weight. Each kennel had seat
boards and was equipped with blankets and a litter box.

2.2. Diets

In the first trial (CON), the cats were fed a complete and balanced control diet to
establish basic values (Table 1). The second trial (HNaCl) aimed to investigate the influence
of a high sod” " loride intake (10 times the recommended level according to FEDIAF,
0.8 g/kg DM >y adding sodium chloride to diet CON (Table 1). The cats were fed
two equal measws per day. Both diets contained phosphate of organic sour ly, meeting
the daily recommendation of phosphorus intake (FEDIAF, 2.6 g/kg DM In order to
adjust the cation-anion balance, potassium chloride was added to the HNauwi wiet, doubling
the potassium intake compared v "> DN (3 times the recommended level of potassium
according to FEDIAF, 6 g/kg DM

Table 1. Composition of diets.

CON HNaCl
Beef (Heart, Steak) 72
Ingredients % Rice 24
basal diet Cellulose 1
Rapeseed oil 3
DM /kg 431
GE MJ/kg DM 27
Crude protein 439
Crude fat 362
Crude fibre 35
Crude ash 16
NfE 77
Ca g/kg DM 46+02
P 35+0.1
K 8 18
Mg 075+02
Na 1.4 121
Cl 6.1 29.1
Ca/P - 13/1
Vit. D3 IU/kg DM 428 £30

DM = dry matter, GE = gross energy, NFE = nitrogen-free extract, Ca = calium, P = phosphate, K = potassium,
Mg = magnesium, Na = sodium, Cl = chloride, Ca/P = calcium-phosphorus ratio.

2.3. Sample Collection and Storage

Total water intake (drinking water and moisture content of the food) was measured
per day. The amount of evaporated water was determined by weighing an identical water
bowl during the same time period and factored in. Urine was collected via a double-layer
toilet system, with two plastic basins stacked on top of one another. To allow normal feline
behaviour while using the litterbox, the first basin was filled with inert polyethylene beads
as litter material. The fresh urine passed through slots in the bottom and accumulated in
the second basin, which was prepped with a mixture of thymol and paraffin to preserve
the urine until collection. Urine was collected repeatedly during the day with a maximum
period in between of 12 h (ovemight). Known from in-house trials, using thymol and
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paraffin is a reliable method to conserve the stability of urine pH over a period of at
least 12 h. Additionally, to verify effectiveness of the method, the pH was measured in
several fresh urine samples and the consistency of pH values in the preserved samples
‘was repeatedly evaluated over a period of 12 h. The amount of urine was determined by
weight. To collect the urine, the surface of the paraffin-thymol mixture was penetrated,
and the urine was carefully extracted. Directly after sample collection, pH (WTW pH 325,
calibrated before measuring) and specific weight (refractometer HRM 18, Kriiss Optronic,
Germany) were measured. Samples were kept refrigerated, pooled per day, and stored at
—18 °C thereafter. Faeces were collected as soon as defecation was noticed, then weighed
and stored at —18 °C until analysis. After the faeces samples were freeze-dried (T 22 K-E-
6, Piatkowsky, Munich, Germany), daily samples were pooled, ground, and thoroughly
mixed. Blood for serum and citrate plasma was drawn at fixed time points: the first sample
‘was taken preprandially (starting at 7 a.m., pre; at least 12 h fasted) from either the vena
saphena medialis or vena cephalica ntebrachia. Afterward, the cats received their morning
meal. The second blood sample was taken 3 h postprandially (ppr; after the moming meal}.
After allowing the blood to clot for ~30 min and ~2 h (FGF23), respectively, samples were
centrifuged for 15 min at 2000 rpm (FGF23) and 10 min at 3000 rpm for the remaining
parameters. Until analysis, all samples were stored at —80 °C. Before analysis, feed and
faecal samples underwent wet digestion with 65% HNOj3 in a microwave system. Urine
samples were gently thawed and an aliquot of each 24 h sample was pooled after stirring
and used for analysis.

2.4. Laboratory Analyses

Blood, urine, feed, and faecal samples were photometrically analysed for potassium,
sodium, and calcium (flame photometry, Eppendorff EFOX 5033), with a chloridome-
ter for chloride (Slamed Chloridmeter 50 pL), and photometrically for phosphate, using
the r - **- 1 vanadate molybdate method modified according to Gericke und Kurmies
(1952 Thermo-Spectronic, Genesys 10 uv). Magnesium in feed, faeces, and urine
Was Tucasweed via spectrometry (Perkin Elmer Aanalyst 800) and a Weende analysis "™
LUFA 2012) was performed to quantify crude nutrients in feed and faecal sample:
Apparent digestibility (aD) was calculated using the following equation: aD (%) = (Mt s
intakeg,eq~nutrient outputy,....)/ nutrient intakeg..4. An ELISA kit (KAINOS Laboratories
Inc,, Tokyo, Japr~* " ~t was validated for feline samples was used to analyse serum samples
for intact FGF2! Serum creatinine was photometrically measured at IDEXX Vet Med
Laboratories Guiun 1, nudwigsburg, Germany, and urine creatinine was analysed in-house
(MicroVue Creatinine Assay Kit, Quidel Corporation).

2.5. Calculations and Statistical Analysis

The apparent digestibility was calculated as follows: (intake-faecal excretion}/ intake
x 100.

Delta calcium to phosphorus (ACa/P) in the faeces was calculated using the equation:

ACa/P = Ca/Pintake — Ca/Phaccal

For statistical evaluation of results, a Student’s paired-t-test was performed to compare
pre- and postprandial values and a t-test was used to compare values between groups.
A Shapiro-Wilk test was performed to test for normality. Results with p-values < 0.01,
<0.001, and <0.05 wete considered significantly different.

3. Results
3.1 Nutrient Intake and Balance

Throughout the entire study, no ad verse clinical effects were observed in any of the cats.
‘Water intake significantly increased in the HNaCl group compared with the CON group
(p < 0.001; 41 4= 3mL/kg vs. 29 4= 3 mL/kg BW/d), as well as urine volume (p < 0.001;
22 -4 vs. 14 & 3 g/kg BW/d). Dry matter intake decreased significantly (¢ < 0.001),
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of potassium was significantly higher in group HNaCl (p < 0.001), despite a significant
increase in potassium retention compared with CON (p < 0.001). Irrespective of the increase
in urine volume, the urinary concentration of sodium, chloride, and potassium signifi-
cantly increased in group HNaCl. Urine phosphate concentration significantly decreased
(p = 0.003) after feeding HNaCl. However, there was no difference between the groups
when corrected for creatinine (P/Crea).

Table 4. C ions of urine p after 28 days of high NaCl or control feeding in cats
(mean = standard deviation).

Urine CON HNaCl Reference
Range
Creatinine [mmol /1] 244 20427 -
UsG 1060 + 2 1052 4 5%+ 1001-1085
[mg/mL]
Volume
(oL B/ 1443 224 4w <50
Na
20403 624 05% -
[g/L]
al
66+07 15.8 £ 1.3 #+ -
[g/L]
K 65407 80406%* -
[g/L]
L 10402 0.7 +01% -
[g/L]
P/Crea
ey 10403 12402 -

TSG = urine specific gravity, Na = sodium, Cl = chloride, K = potassium, P = phosphotus, F/Crea = phosphorus—
creatinine ratio, ** p < 0.01, ** p < 0.001 between groups.

4. Discussion

This study investigated the effects of high sodium chloride intake on serum FGF23
and parameters of mineral balance. The purpose of the study was to gather knowledge
regarding implications on calcium and phosphate metabolism, blood pressure, and renal
health in cats. Therefore, we aimed to produce a test and a control diet with identical
concentrations of nutrients, apart from sodium and chloride. The cation-anion balance
of both diets was adjusted by adding potassium to the HNaCl diet to prevent effects on
electrolyte homeostasis, e.g., via its impact on renal excretion of certain minerals. To limit
strain on the cats, blood samples were only drawn at one postprandial time point in this
study. We cannot exclude the possibility that the concentrations of serum FGF23 and other
parameters were influenced by the sodium chloride intake at different time points after
food intake. Nonetheless, comparison of pre- and postprandial serum values in cats fed a
high sodium or control diet gave insight to the potential effects of high sodium chloride
intake on nutrient! ©  :ands’ 1 serum parameters.

Studies in dog ind cat ihowed that complete and balanced diets tended to
lower serum FGF2, voncentrativus » 0 postprandially. The same was seen in this study,
independent of the sodium chloride content of the diet: both groups showed a significant
decrease in postprandially measured serum FGF23. No differences were det T7 ween
the feeding groups. In contrast to observations made in mice and human high
intake of sodium chloride for a moderate time span (28 days) did not calsc a ucwease
in serum FGF23 concentrations in cats, neither in the fasted state nor postprandially.
However, these results are consistent with studies demonstrating that high sodium chloride
int * ither caused changes in blood p nor in serum ald 1e levels of healthy
cat Humans and dogs tend to show a higher prevalence of increased blood pressure
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compared with cats; for example, only 69% of felir ~ —-**2nts with CKD were f~--=- +~
be hypertensive, compared with about 86'/0 ux uuman; ind up to 93% of dog
developing increased blood pressure with renal failurc.

The significant decrease of postprandial serum sodium values 3 h after food intake was
probably caused by the highly significant increase observed in renal excretion of sodium,
combined with the highly significant increase in water consumption. A possible explanation
for this assumed correlation is that the high sodium chloride intake led to an upregulation of
renal sodium excretion with a transient drop in serum sodium concentrations. In addition
to sodium chloride, the potassium supply, -=' *herefore its serum concentrations, might
have affected serum FGF23 concentration: Specifically, a study in humans for 7 -
potential connection between low dietary puwsoum intake and an increase in FGF2!
Therefore, it was expected that a high sodium chloride supply combined with a .ug..
potassium intake (as in group HNaCl) would cause a decrease in serum FGF23. This
hypothesis was also supported by findings from Yeung et al. (2021), who observe * -
inverse correlation between renal potassium excretion and serum FGF23 in human
Despite a higher potassium and sodium supply, plus increased renal potassium exctouose
in the HNaCl group, no effect on serum FGF23 values was seen in cats. In this respect, cats
appear to hold a divergent position compared with other monogastric species.

Next to FGF23, phosphate metabolism is also influenced by sodium intake in humans.
The urinary ¢ - *>n of sodium and phosphorus were found to correlate strongly in
healthy adult: In our study with cats, despite a decrease in the urinary phosphate
concentration ... g up HNaCl, there was no impact on renal phosphate excretion per kg
BW or the urine phosphate to creatinine ratio. The drop in urinary phosphate concentration
could be explained by the increased diuresis from significantly higher urine volume with
high sodium chloride intake. Similarly, serum phosphate remained unaffected by higher
dietary sodium chloride intake. However, the apparent digestibility of phosphate was
increased in group HNaCl. Weak, but positive correlations were found (chloride R2? =0.284
> NaClR? = 0.259 > sodium R? = (.194) when testing the correlation between apparent
digestibility of phosphorus, along with the intake of either sodium and chloride '~~~
or the s - "~ chloride compound, respectively. Similar effects were found in pig:
and rat where adding sodium chloride to the diet also led to an increase in appescise
digestibuuy of phosphorus.

‘When evaluating apparent phosphorus digestibility, its source also needs to be taken
into consideration. As shownin cats, highly soluble inorganic phosphates can have a higher
availability in the gut cor-~---1 with organic sources, resulting in an increase in apparent
phosphorus digestibility Our study demonstrated that the source and amount of
phosphate did not diffe: vc.ween the groups. The difference in apparent phosphorus
digestibility was probably caused by the sodium chloride concentration of the diet, v--*-*
was possibly mediated by the Na-/P-co-transporter in the gut, as demonstrated in rat

Furthermore, the faecal calcium to phosphorus ratio (Ca/Praecal) was significu .y
higher in the HNaCl group compared with CON (3.6 4= 0.5; 3.0 & 0.4; p = 0.008). Con-
sequently, ACa/P was significantly lower when sodium chloride was added to the diet
(CON: —1.7 £ 0.4; HNaCl: —2.3 £ 0.5; p = 0.007). The wider Ca/Pyeca tatio and decrease
in ACa/P imply that even though the source of phosphate did not differ between groups,
more phosphate was digested in the HNaCl group. These results differ from previous find-
ings by Boswald et al. (2020" ~-~ found that h*~*"-- ~oluble phosphates led to significantly
lower ACa /P values in dog; sut not in cat A possible explanation for the higher
digestibility of phosphorus u. vur study coulu . .Tom an increase in phosphate avail-
ability due to the high sodium chloride intake. The combination of high sodium chloride
intake with a high phosphate supply, especially from highly soluble sources, could further

increase the apparent digestibility of phosphate. 7™~ ~-="- suggest that excess dietary
phosphorus, which is often found in commercial pe zombined with high sodium
chloride, may increase the phosphorus burden or sotentially causing adverse
health effects, as described in cats and other specie onsequently, the addition of
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sodium chloride to increase urine volume and dilute urinary phosphorus concentration, to
reduce potential adverse effects of phosphate, may be counterproductive. Nguyen et al.
{2017) demonstrated that the addition of sodium significantly above levels recommended
by the NRC (40 mg/M] ME) or FEDIAF {45 mg/M] ME) is common practice in commercial
diets for cats. In the 26 products investigated, sodium content ranged from 110 mg/M] ME
in a renal diet up to 820 mg/M] ME in a diet formulated for uroli” * ° , which exceeds
the safe upper limit suggested by Nguyen et al. (740 mg/M] ME The results of a
study on rats underlined this potential issue. Specifically, feeding « .ugh sodium chlo-
ride diet after recovery from an acute kidney injury caused accelerated tubulointerstitial

damage, increased hypertension, and albur *  *1, whereas parameters continued to be
stable when fed a low sodium chloride die Fur”’ ore, lower sodium retention
and blood pressure was found in FGF23-del.cs.w mic Therefore, low FGF23 serum

levels and low sodium chloride intake may have a pruwwuve effect for hypertension in
some species. In contrast, no effect of sodium chloride intake on FGF23 serum levels was
measured in the cats of our study. This matched previous results that found bl " >ressure
remained unaffected by adding sodium chloride to the diet of this specie: . These
results imply differences in the correlation between FGF23 and dietary sodiuin uuoride in
cats compared with other species. This calls for further research to investigate regulatory
mechanisms of FGF23 in felines. FGF23 reduces the production of vitamm D, which leads
to an activatioo "~ AAS. Chronically increased FGF23 concentrations indirectly lower
Klotho value: potentially elevating FGF23 serum concentrations even more. This
further justifies wwuunued research on the connection between dietary sodium chloride
and phosphorus metabolism in cats, especially with the knowledge that elevated FGF23
serum ation is an early marker for kidney damage in felines and several other
specie

5. Conclusions

In the present study on cats, high sodium chloride intake did not affect serum FGF23
concentrations as observed in other species. Here, serum FGF23 and sodium chloride
intake were shown to be unrelated. This confirms a different relationship between FGF23
and sodium chloride in cats compared with other species, limiting possible conclusions
regarding blood pressure and other clinical implications. The impact of sodium chloride
supply on the apparent digestibility of phosphorus should be considered, as it could lead
to potential adverse health effects. This is especially important due to the high supply of
these elements in many complete cat food products on the market. To establish a safe upper
limit for sodium chloride in cats, it should be considered that excessive sodium chloride
intake may have different adverse health effects compared with other species. Furthermore,
the correlation between sodium chloride supply and phosphorus digestibility must be
considered.
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4 Diskussion

4.1 Kiritik der Methodik

4.1.1 Versuchsdesign

Aufgrund des begrenzten Versuchszeitraumes von 28 Tagen sind Langzeiteffekte der Didten
nicht beurteilbar. Diese wiren allerdings von hoher Relevanz, da ein GrofBteil der Hunde und
Katzen langfristig bzw. lebenslang mehr oder weniger ausschlieBlich mit industriell
verarbeiteten Fertigfuttermitteln gefiittert wird (Becker 2009; Schleicher et al., 2019).
Entsprechende Langzeitversuche mit Ausweitung der Untersuchungsparameter (unter anderem
Sonographie) sind aufgrund der bereits nach 28 Tagen festgestellten Effekte eindeutig
wiinschenswert. In den eigenen Untersuchungen wurden zudem relativ hohe Konzentrationen
an zwei anorganischen Phosphaten eingesetzt. Der tatsdchliche Gehalt an anorganischem
Phosphat bzw. an einzelnen Phosphatquellen in kommerziell erhéltlichen Produkten ist durch
die fehlende Deklaration und Transparenz nicht nachvollziehbar und damit mit den hier
eingesetzten Mengen nicht vergleichbar. Allerdings konnten in vielen Produkten hohe Werte
fiir Gesamt- und hochldslichen Phosphor gemessen werden (Dobenecker 2021a): Der mediane
Gehalt an Gesamtphosphor lag in Feuchtfuttern fiir Katzen bei 745 mg/MJ ME und in
Trockenfuttern bei 666 mg/MJ ME, wovon ein hoher Anteil aus hochléslichem Phosphor
bestand (Feuchtfutter: 257 mg/MJ ME, Trockenfutter: 173 mg/MJ ME). Hochstwerte fiir
Gesamtphosphor und hochlosliches Phosphat lagen in diesen Produkten bei 1099 bzw. 500
mg/MJ ME. Damit wurde im Grofteil der untersuchten Alleinfuttermittel der Tagesbedarf an
Phosphor fiir Katzen (150 mg/MJ ME) allein durch hochlésliches Phosphat, das zu einem
groflen Anteil aus anorganischem Phosphat stammen diirfte, gedeckt. Somit ist die in dieser
Untersuchung gewihlte Menge an Gesamt- bzw. anorganischem Phosphat (658 mg/MJ ME
bzw. 469 mg/MJ ME) durchaus praxisrelevant.

Die begrenzte Versuchsdauer in Kombination mit relativer hoher Konzentration anorganischer
Phosphatzusitze hat zu statistisch abgesicherten Effekten bei Katzen gefiihrt, die Anlass zu
Folgeversuchen geben sollten. Im Versuch mit Zulage von Natriumchlorid konnte zudem
gezeigt werden, dass sich die Katze in Bezug auf die Zusammenhédnge zwischen Natrium und
FGF23 von anderen Spezies wie dem Mensch (Humalda et al., 2020) und Nagern (Andrukhova
et al., 2014) unterscheidet. Es ist unwahrscheinlich, dass sich Effekte auf FGF23 erst bei
langfristiger Gabe entwickeln, da die Regulation tiber FGF23 kurzfristig erfolgt und genannte

Versuche in anderen Spezies iiber dhnliche Zeitraume hinweg durchgefiihrt wurden.
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4.1.2 Calcium- /Phosphorverhiltnis

Da parallel zu Phosphor auch die Calciumzufuhr angehoben wurde, war der Phosphorexzess
in den vorliegenden Untersuchungen nicht selektiv.

In einem vorangegangenen Versuch an Katzen (Dobenecker et al., 2018c) wurden die Effekte
eines selektiven Phosphatexzesses (Ca/P 0,4:1) auf Parameter der Nierengesundheit
nachgewiesen. Anders als beim Menschen (Metz et al., 1993; Kemi et al., 2010) ist das Ca/P-
Verhiltnis der durchschnittlichen Tagesration bei Hunden und Katzen nicht invers, sondern
liegt in der Praxis meist im empfohlenen Bereich von 1 bis 2:1 (FEDIAF 2022). Es ist bekannt,
dass die Hohe der Calciumzufuhr und das Ca/P-Verhiltnis die Verdaulichkeit von Phosphor
beeinflussen konnen. In Studien mit Ratten (Schaafsma & Visser 1980), Hunden (Jenkins &
Phillips 1960) und Katzen (Pastoor 1993; Pessinger 1996) konnte gezeigt werden, dass eine
hohe Calciumaufnahme beziehungsweise ein weites Ca/P-Verhdltnis (> 2,0:1) die
Verdaulichkeit von Phosphor senken kann. Im Gegensatz dazu kann die
Phosphorverdaulichkeit bei einem engen Ca/P-Verhéltnis (< 1,1:1) ansteigen (Pastoor 1993;
Pessinger 1996). Bei Verwendung anorganischer Phosphate bestand der Effekt eines weiteren
Ca/P-Verhiltnisses auf die Phosphorverdaulichkeit bei Hunden allerdings nicht (Herbst &
Dobenecker 2019) und die ansonsten bei dieser Spezies enge Korrelation zwischen der fakalen
Calcium- und Phosphorausscheidung (Boswald et al., 2018) blieb nicht erhalten (Boswald et
al., 2020).

Um die Praxisrelevanz zu gewdhrleisten und zur besseren Vergleichbarkeit der
Versuchsdurchgidnge inklusive des Kontrolldurchgangs mit bedarfsdeckender und
ausgewogener Mineralstoffversorgung, wurde das Ca/P-Verhiltnis in dieser Studie im Bereich
von 1,3:1 bis 2,0:1 eingestellt (FEDIAF 2022). Dies erlaubt die Beurteilung von
Mengeneffekten und Unterschieden in Bezug auf die gesundheitliche Relevanz von
Phosphorsdure und Natriumphosphat im Vergleich zu anderen bisher untersuchten
anorganischen Phosphatquellen. Praxisiibliche Ca/P-Verhiltnisse ermoglichen zudem den
Vergleich zu kommerziell erhiltlichen Alleinfuttermitteln und erlauben damit Riickschliisse

auf mogliche unerwiinschte Effekte der enthaltenen Zusatzstoffe.
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4.1.3 Hohe der Mineralstoffzufuhr

Zur Einstellung des gewiinschten Bereiches der Ca/P-Verhiltnisse war eine Zufuhr von
Calcium oberhalb der Versorgungsempfehlung notwendig. Ein potenzieller Effekt von
Calcium auf einen der Zielparameter der vorliegenden Studien, den FGF23-Serumspiegel, wird
in der Literatur kontrovers diskutiert. Bislang konnte dieser in einem Teil der Studien nur unter
Manipulation der Serumcalciumspiegel z.T. unter Ausschaltung weiterer Elemente der
Mineralstofthomoostase ~ (Parathyreoidektomie,  Vitamin  Ds;-Mangel, intravendse
Calciuminjektion) beobachtet werden (Shimada et al., 2005; Rodriguez-Ortiz et al., 2012). Im
Gegensatz dazu konnten Gravesen et al. (2014) keinen Zusammenhang zwischen FGF23-
Serumwerten und einer Hyper- bzw. Hypocalcaemie beobachten (Gravesen et al., 2014). Die
Entwicklung einer Hypercalcaemie aufgrund der gesteigerten Calciumversorgung war
basierend auf Literaturdaten (Demmel 2011; Dobenecker et al., 2018; Dobenecker et al.,
2021b; Dobenecker et al., 2021d) und der praxisiiblichen Calciumexzesse in kommerziellen
Katzenfuttermitteln in der vorliegenden Studie aber nicht zu erwarten und wurde auch nicht

festgestellt.

Die Hohe der Phosphorzufuhr war im Vergleich zu vorangegangenen Versuchen der
Arbeitsgruppe mit dhnlichen Fragestellungen (Dobenecker et al., 2018; Dobenecker et al.,
2018c) etwas niedriger. Es ist zwar bekannt, dass anorganische Phosphate in kommerziellen
Produkten hdufig Einsatz finden und die Gesamtphosphorgehalte den Bedarf in vielen Fillen
deutlich tiberschreiten (Izquierdo et al., 1991; Spears et al., 2003; Chemineau 2007; Summers
etal., 2020; Dobenecker 2021), allerdings liegen wie bereits dargestellt keine exakten Angaben
vor. Dies liegt sowohl an fehlenden Hochstmengenbeschrankungen und fehlender
Deklarationspflicht als auch an mangelnder Transparenz durch die Hersteller von Petfood. Im
Sinne einer optimalen Akzeptanz des Versuchsfutters sowie der Sicherheit der Versuchskatzen
wurde die mafigeblich zu testende Substanz, Phosphorséure, in begrenzter Menge eingesetzt
(485 mg Phosphor/1000 kcal). Um die Gesamtkonzentration an anorganischen Phosphaten in
der Trockensubstanz (TS) in eine vergleichbare Gréfenordnung (13 g/kg TS) wie in den
genannten Arbeiten zu bringen (15-17 g/kg TS Dobenecker (2018a); Dobenecker (2018c)),
wurde zudem Natriumphosphat (1478 mg Phosphor/1000 kcal)) zugesetzt. Ein Vergleich mit
einer Studie, in der Phosphorsédure zum Bespriithen von Trockenfutterkibbels verwendet wurde,
zeigt zudem, dass die Menge an Phosphorséure im vorliegenden Versuch durchaus realistisch
gewdhlt war (Spears et al. (2003): 103-206 mg Phosphor/100 g TS versus eigener Versuch:
236 mg Phosphor/100 g TS aus Phosphorséure).
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Zur Uberpriifung moglicher Einfliisse einer hohen Natriumchloridaufnahme auf die
gemessenen Parameter wurden auch hier die Versorgungsempfehlungen iiberschritten
(National Research Council 2006). Dies reflektiert praxisrelevante Salzaufnahmen bei der
Verwendung kommerzieller Feucht- und Trockenfutter: Kochsalz wird in vielen Produkten u.a.
zur Erh6hung der Trinkwasseraufnahme zugegeben sowie um Harnsteinbildung und

Nierenerkrankungen vorzubeugen (Hamar 1976; Hawthorne et al., 2004; Kirk et al., 2006).
Insgesamt fiihren hohe Mineralstoffkonzentrationen in Alleinfuttermitteln sehr haufig zu

Aufnahmen deutlich oberhalb des Bedarfs und unterstreichen somit die praktische Relevanz

der vorliegenden Ergebnisse (Davies et al., 2017; Pereira et al., 2018; Dobenecker 2021a).
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4.2 Diskussion der Ergebnisse

4.2.1 Anorganische Phosphatquellen

Informationen iber potenzielle gesundheitsschiadigende Wirkungen oral aufgenommener,
anorganischer Phosphate auch bei gesunden Individuen verschiedener Spezies liegen in
umfangreicher Zahl in der Literatur vor (Mackay et al., 1935; Hong et al., 2015; Alexander et
al., 2018; Dobenecker et al., 2018; Coltherd et al., 2019; Dobenecker et al., 2021b). Ein
wichtiger Faktor fiir die mdglichen toxischen Effekte solcher anorganischen Phosphate, die als
Zusatzstoffe in der Herstellung von Nahrungs- und Futtermitteln fiir Heimtiere vielfach
Anwendung finden, ist die Loslichkeit (Lineva et al., 2019), die die Aufnahme aus dem
Magendarmtrakt direkt beeinflusst (Uribarri et al., 2003; Coltherd et al., 2019). Phosphorsdure
oder ia338 wird in der Nahrungs- und Futtermittelindustrie u.a. als Saureregulator,
Komplexbildner und im Bereich Antioxidation eingesetzt. Bei Fertigfuttermitteln fiir Katzen
findet es speziell zur Prophylaxe der relativ hiaufig verbreiteten Struviturolithiasis Verwendung
(Izquierdo et al., 1991; Spears et al., 2003). Informationen zur Sicherheit und Vertriglichkeit
des Phosphorséureeinsatzes liegen in der Literatur in nur sehr spérlichem Umfang vor. So
wurde der Zusatz von 0,4, 0,6 und 0,8% Phosphorséure (75 %) zu einem Trockenfutter fiir je
eine Woche bei 18 Katzen eingesetzt (Spears et al. 2010). Untersucht wurde hier aber lediglich
der Einfluss auf den Harn pH-Wert, das spezifische Harngewicht und die Kotqualitit im
Vergleich zu einem kommerziellen Trockenfutter mit unbekannter Menge an anorganischen
Phosphaten. Bei Mensch und Nagern wird die orale Aufnahme von Phosphorsdure unter
anderem fiir Hypocalcdmie sowie erhohte Knochenresorption und infolge fiir erhohte
Frakturneigung verantwortlich gemacht (Fernando et al., 1999; Garcia-Contreras et al., 2000;
Wyshak 2000). Die Untersuchung von Effekten der Zulage von Phosphorséure zum Futter von

Katzen hat entsprechend hohe Relevanz.

In Ubereinstimmung mit der Arbeitshypothese konnten deutliche Einfliisse der eingesetzten
Phosphatquellen auf ausgewihlte Parameter der Phosphorhomdéostase nachgewiesen werden.
Die Beobachtungen reihen sich in die bisherigen Untersuchungen zu anorganischen
Phosphatquellen an Hunden (Dobenecker et al., 2021b) und Katzen (Dobenecker et al., 2018c)
ein und liefern zusétzliche Informationen, die zur gesundheitlichen Beurteilung dieser
Zusatzstoffe herangezogen werden konnen.

In der vorliegenden Studie mit gesunden Katzen fiihrte die Aufnahme der anorganischen

Phosphate Orthophosphorséure und Natriummonophosphat postprandial zu einem deutlichen
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Anstieg der Serumphosphorwerte mit einer Uberschreitung des oberen Referenzwertes bei 8/10
Katzen. Bei Nierenpatienten ist bekannt, dass die Mortalititswahrscheinlichkeit pro 1 mg P/dl
Serum um 23 % ansteigt (Kestenbaum et al., 2005). Aber auch bei gesunden Menschen konnte
eine Korrelation zwischen der Hohe des Serumphosphorspiegels und der Lebenserwartung
(Tonelli et al., 2009), cardiovaskuldren Erkrankungen (Foley et al., 2009; Dhingra et al., 2010)
und Nierenschéden (Sim et al., 2013) gezeigt werden. Gesundheitsschdden konnten sowohl bei
CKD-Patienten (Eddington et al., 2010; Chang et al., 2016), als auch bei gesunden Menschen
sogar dann schon festgestellt werden, wenn sich die Serumphosphorwerte noch im
Normbereich bzw. am oberen Ende des Referenzbereiches bewegten (Foley et al., 2009; Osuka
& Razzaque 2012).

In den eigenen Versuchen fiihrte die Zulage von Phosphorsdure und Natriumphosphat neben
dem Anstieg der Phosphorkonzentration im Blut zu einer deutlich hoheren renalen
Phosphorexkretion. Da eine erhohte Phosphorausscheidung zur Schidigung des
Nierengewebes beitragen kann (Haut et al., 1980), ist dies ein relevantes Ergebnis.
Dementsprechend muss auch bei gesunden Individuen unter anderem mit Nierenschiddigungen
in Folge eines Exzesses an anorganischen Phosphaten gerechnet werden. Dies legen auch
Berichte iiber akute Vergiftungen mit anorganischen Phosphaten nahe, die zur akuten
Phosphatnephropathie fiihrten (Beyea et al., 2007; Palmadottir 2010; Moulin & Ponchon 2018).
Nachdem die Priavalenz von CKD insbesondere bei Katzen sehr hoch ist (Chen et al., 2020),
sollte der Zusammenhang zwischen Phosphorquelle und Einfluss auf die Phosphorhoméostase
besonders beriicksichtigt werden.

Des Weiteren ist auch das Uberschreiten des oberen Referenzwertes (55 mg?d1?) (Block &
Port 2000) des postprandialen sCaxP bei samtlichen Katzen in der PA-NaP-Gruppe von grofer
Relevanz. Neben den bereits genannten gesundheitlichen Folgen wie der Kalzifikation von
Weichteilgewebe (Jackson et al., 1998) existiert bei humanen und caninen Nierenpatienten
auch eine direkte negative Korrelation zwischen dem sCaxP und der Lebenserwartung (Block
etal., 2000; Lucero et al., 2019). Der Anstieg des sCaxP durch Zulage anorganischer Phosphate
in der vorliegenden Studie bei gesunden Katzen innerhalb eines kurzen Versuchszeitraumes ist

daher hoch relevant.

Auch der beobachtete Anstieg der FGF23-Konzentrationen im Serum von gesunden Katzen
nach einer relativ kurzen Supplementationsdauer von 28 Tagen ist bemerkenswert. Wéahrend
der obere Referenzbereich fiir Serumphosphat nach Gabe der anorganischen Phosphate nur

postprandial iiberschritten wurde, war dies fiir FGF23 vor allem im niichternen Zustand der
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Fall, wobei es auch postprandial zu einer signifikanten Erhéhung von FGF23 kam. Auch
Dobenecker et al. (2021) konnten bei Hunden beobachten, dass die Zulage verschiedener
anorganischer Phosphate im Gegensatz zu organischen Quellen préa- und bis zu sieben Stunden
postprandial zu einem Anstieg der Serum FGF23 Konzentrationen fiihrte (Dobenecker et al.,
2021b).

Physiologisch wird nach Anstieg der extrazelluldren Phosphatkonzentration die Ausschiittung
regulatorischer Faktoren wie FGF23 initiiert, um die renale Phosphatexkretion zu erhhen und
den Serumspiegel konstant zu halten (Gattineni et al., 2009). Mit abnehmenden
Serumphosphatwerten sinkt schlieBlich auch FGF23 wieder ab. In dieser Studie wurden aber
selbst mindestens 12 h nach der Aufnahme anorganischer Phosphate signifikant hohere
FGF23-Werte in der PA-NaP-Gruppe im Vergleich zur Kontrolle gemessen. Dieses Ergebnis
ist im Einklang mit den Ergebnissen bei Hunden (Herbst 2021). Im Gegensatz dazu wurde bei
Hunden (Dobenecker et al., 2021b) und Katzen (Coltherd et al., 2019) bei Exzess
ausschlieBlich mit organischen Phosphaten weder ein Anstieg der Serumphosphorwerte, noch
ein signifikanter Effekt auf FGF23 festgestellt. Eine mogliche Erklarung fiir den Anstieg von
FGF23 auch priprandial ist die Uberschreitung der Kompensationsfihigkeit der
physiologischen Phosphorregulation: Aufgrund der hohen Léslichkeit anorganischer
Phosphate (Lineva et al., 2019) erfolgt die Absorption im Darmlumen rasch und fithrt zu einer
abrupten Anflutung von Phosphat im Blut (Uribarri et al., 2003; Coltherd et al., 2019;
Dobenecker et al., 2021b). Ein gesteigerter Umfang der Absorption von Phosphat aus
hochldslichen Quellen zeigte sich auch darin, dass die Werte fiir scheinbar verdautes Phosphat
in der PA-NaP-Gruppe rund 40 % hoher lagen als in der Kontrolle. Die Kombination aus
Absorptionsgeschwindigkeit und aufgenommener Phosphormenge fithrte moglicherweise zu
einer Uberkompensation der physiologischen Regulation in Form von konstant héheren
FGF23-Werten, zumal die Halbwertszeit von FGF23 im Bereich von wenigen Minuten liegt
(Mace et al., 2015; Schnedl et al., 2015) und daher eine konstant erhéhte Synthese des FGF23
vorliegen muss. Wie bereits beschrieben, fithrt exzessive Aufhahme anorganischer Phosphate,
vermittelt iber PTH, zudem zu einer gesteigerten Knochenresorption (Mac Way et al., 2012).
Hierbei wird im Knochen gespeichertes Phosphat freigesetzt und fiihrt seinerseits zu einer
erhohten Synthese von FGF23 auch im postabsorptiven Zustand. Problematisch ist dies, da
eine hohe Phosphataufnahme sowie langfristig erhohte FGF23-Werte auch zu einer chronisch
gesteigerten renalen Phosphorexkretion fithren, wobei die Phosphatkonzentration pro Nephron
ausgeschiedenem Phosphat direkt mit dem MaB an tubuldrer Atrophie und Fibrose korreliert

(Haut et al., 1980).
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Weitere potenziell pathologische Einfliisse chronisch erhohter FGF23-Serumwerte wurden
beim Menschen zudem auf den Mineralstoff- und Vitamin-D-Metabolismus (Gutiérrez 2010;
Latic & Erben 2021) sowie auf das Herz-Kreislaufsystem (Faul et al., 2011; Arnlév et al., 2013)
beobachtet. Insbesondere der Zusammenhang zwischen Linksherzhypertrophie und FGF23 ist
dabei hervorzuheben (Faul et al., 2011), da die hypertrophe Kardiomyopathie die haufigste
kardiovaskuldre Erkrankung alternder Katzen darstellt (Ferasin et al., 2003). Zudem ist bekannt,
dass chronisch erhohte FGF23-Werte zu einer sinkenden Rezeptorsensitivitit fithren konnen
(Spichtig et al., 2014). Dies fiihrt zu einer zunehmenden Resistenz der Zielorgane, so dass
FGF23 beispielsweise auch seinen direkten inhibierenden Effekt auf PTH verliert. Der
senkende Effekt auf 1,25-Hydroxychloecalciferol trigt zusétzlich zu einer verstarkten PTH-
Sekretion bei, so dass die steigenden PTH-Serumwerte wiederum zur Stérung der
Mineralstofthomoostase und zur Entstehung der sogenannten ,mineral bone
disorder* beitragen (Mac Way et al., 2012).

Ob diese pathophysiologischen Zusammenhénge auch fiir die Katze relevant sind, bedarf

weiterer Studien.

Inwiefern die dauerhaft hohe Aufnahme anorganischer Phosphate langfristige Folgen hat, ist
in dieser Studie aufgrund des Versuchsdesigns nicht nachvollziehbar. Dennoch geben die
Resultate, die bereits innerhalb von 28 Tagen ermittelt wurden, Grund zur Besorgnis. Ein Gros
der kommerziell verfiigbaren Alleinfuttermittel weist hohe Konzentrationen an Gesamt- und
hochloslichem Phosphat auf (Brunetto et al., 2019; Dobenecker 2021a). Wihrend beim
Menschen die Aufnahme an anorganischen Phosphaten stark iiber den Konsum von bzw.
Verzicht an kommerziell verarbeiteten Produkten steuerbar ist, erfahren Hunde und Katzen
durch die Verwendung von Alleinfuttermitteln eine kontinuierlich hohe Exposition mit
anorganischen Phosphaten.

Anhand der vorliegenden Daten aus Versuchen an Menschen und verschiedenen Tierarten kann
gefolgert werden, dass Tageshdchstmengen fiir Gesamtphosphor, unabhéngig von dessen
Quelle, nicht zielfihrend. Es ergibt sich vielmehr die Notwendigkeit, hdufig verwendete
Phosphatquellen in Lebens- und Futtermitteln hinsichtlich ihres Gefahrenpotenzials individuell
zu beurteilen und die Verwendung von phosphorhaltigen Zusatzstoffen grundsitzlich zu
iiberdenken. Fiir eine Quantifizierung und Beurteilung der tiglichen Phosphatlast ist allerdings
eine offene Deklaration von zugesetzten Phosphaten inklusive der jeweiligen Mengen

Voraussetzung. Aufgrund der derzeitigen Gesetzeslage sowie fehlender freiwilliger
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Herstellerangaben ist weder eine Beurteilung der Versorgung bzw. Belastung mit
hochverfiigbaren Phosphaten beim Einzeltier noch der Population méglich. Da die analytische
Bestimmung der Phosphatquellen in einem Produkt kaum moglich ist und bisher nur iiber die
Fraktionierung der Phosphate nach ihrer Loslichkeit (Lineva et al 2018) abgeschitzt werden
kann, ist selbst eine Beurteilung bei Einzelprodukten schwierig. Daraus ergibt sich die
Notwendigkeit, die Serumphosphorwerte regelmiBig zu monitoren und bei bei einer
Konzentration im oberen Quartil des Referenzbereichs die Aufnahme an Phosphor,

insbesondere an anorganischen Phosphaten, auch bei gesunden Individuen zu begrenzen.
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4.2.2 Natriumchlorid

Um einen moglichen Effekt von Natrium auf den FGF23 Spiegel bei Gabe von
Natriumphosphaten zu tiberpriiffen und da in kommerziellen Produkten hdufig Exzesse an
Phosphaten und Natrium vorliegen, wurde der Einfluss eines selektiven Natriumexzesses auf
Parameter des Phosphathaushalts wie FGF23 in Katzen untersucht. Im Mausmodell
(Andrukhova et al., 2014) und beim Menschen (Hu et al., 2018) konnte ein Zusammenhang
zwischen FGF23 und Natrium festgestellt werden. Wechselwirkungen zwischen der
Néhrstoffaufnahme und FGF23, einem Frithmarker der Niereninsuffizienz, sind bei einer
Tierart wie der Katze mit ausgesprochen hoher Pravalenz der CKD (Marino et al., 2014)
besonders interessant. Auflerdem sind kontinuierlich hohe Natriumaufnahmen bei den meisten
Hauskatzen anzunehmen, da viele Alleinfuttermittel hohe Salzgehalte aufweisen (Brunetto et
al., 2019). Zudem kann eine hohe Natriumzufuhr die gastrointestinale Absorption von
Phosphor iiber einen gemeinsamen Co-Transporter stimulieren (Marks et al., 2015). Bei der
Untersuchung von natriumhaltigen Phosphatsalzen miissen potenzielle Effekte von Natrium
auf die Nierengesundheit dementsprechend beriicksichtigt werden. Ziel dieser Arbeit war daher,
Zusammenhinge zwischen einer hohen Natriumaufnahme und FGF23 unabhéngig von einem
Phosphorexzess bei gesunden Katzen zu tiberpriifen.

Im Gegensatz zu Maus und Mensch konnte in der vorliegenden Studie bei Katzen kein
Zusammenhang zwischen Natrium auf FGF23 festgestellt werden. Dieses Ergebnis deckt sich
mit Studien, in denen ein Kochsalzexzess bei felinen Patienten, im Gegensatz zu menschlichen
Probanden (Hu et al., 2018; Ferguson et al., 2019), keine Auswirkungen auf den Blutdruck
hatte (Luckschander et al., 2004; Chetboul et al., 2014). Dafiir spricht auch, dass im eigenen
Versuch mit Zulage von Phosphorsdure und Natriumphosphat trotz knapp S5facher
Natriumaufnahme im Vergleich zur Kontrollration und signifikant erh6htem Serumspiegel an
FGF23 keine Erhohung der Natriumkonzentration im Serum der Katzen oder der
Natriumretention festzustellen war. Die Regulation des Blutdruckes und der renalen
Natriumexkretion iber FGF23 scheint demnach bei der Katze im Vergleich zu anderen Spezies

abweichenden Mechanismen zu folgen.

Im Gegensatz dazu zeigte der Salzexzess unter Verwendung von ausschlieBlich organischen
Phosphatquellen allerdings einen deutlichen Einfluss auf die scheinbare Verdaulichkeit von
Phosphor (sVP). Der Mittelwert fiir sVP lag in der HNaCl-Gruppe (High-Natriumchlorid) ca.
9 % héher als in der Kontrolle. Ahnliche Resultate lieferten auch Versuche mit Schweinen (Yin

et al., 2008) und Ratten (Kaup & Greger 1990), in denen ebenfalls ein Anstieg der sVP nach
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Salzzulage beobachtet wurde. Hierdurch kann es zu einer Uberversorgung mit Phosphor bzw.
einer Verschérfung eines Phosphatexzesses mit beschriebener gesundheitlicher Gefahrdung
kommen. Ob der Effekt exzessiver Natriumkonzentrationen im Futter auf die Verfiigbarkeit
anorganischer Phosphate einen vergleichbaren Einfluss hat, kann nur vermutet werden und
bedarf weiterer Untersuchungen.

Auch wenn das Phosphatonin FGF23 bei Katzen nicht direkt durch eine exzessive Versorgung
mit Natriumchlorid beeinflusst wurde, bestehen aufgrund der hoheren Phosphorverdaulichkeit
Vorbehalte hinsichtlich der Auswirkungen eines chronischen Salzexzesses auf die
Nierengesundheit. Insbesondere der intensive Einsatz von Natriumchlorid in Nierendidten zur
Erhohung der Trinkwasseraufnahme (Hawthorne et al., 2004) sollte anhand der Ergebnisse
dringend tiberdacht werden. Hinzu kommt der in kommerziellen Futtermitteln weit verbreitete
Einsatz anorganischer Phosphatquellen, die eine hohe Verfiigbarkeit aufweisen. Die
Kombination eines hohen Gehaltes an Natriumchlorid mit anorganischen Phosphaten konnte
die negativen Effekte auf die Nierengesundheit verstarken und auch fiir gesunde Individuen

bedenklich sein.
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5 Zusammenfassung

Anorganische Phosphate werden kommerziellen Lebens- und Futtermitteln aus
technologischen Griinden zugesetzt. Phosphorsdure (1a338) wird zudem speziell bei Katzen
zur Prophylaxe der Struviturolithiasis verwendet. In Futtermitteln besteht fiir die meisten
phosphathaltigen Zusatzstoffe keine Deklarationspflicht, weshalb der Gehalt an anorganischen
Phosphaten anhand der Deklaration nicht feststellbar ist.

In Ubereinstimmung mit vorangegangenen Studien konnten in der vorliegenden Untersuchung
nach 28tdgigem Zusatz von Phosphorsdure und Natriumphosphat bei gesunden Katzen
erstmals Effekte anorganischer Phosphate auf Parameter der Phosphathoméostase beobachtet
werden, wodurch sich Bedenken hinsichtlich der Sicherheit dieser Zusatzstoffe ergeben.
Insbesondere der hochsignifikante Anstieg des Phosphatonins FGF23 im Serum der gefiitterten
und niichternen Katzen nach Gabe von Phosphorsidure und Natriumphosphat mit dem Futter ist
kritisch zu beurteilen. Zu fordern ist Transparenz bei der Deklaration von Fertigfuttermitteln
fir Heimtiere mit Angabe von Art und Menge zugesetzter Phosphate. Umfassende weitere
Forschung ist ndtig, um entscheiden zu konnen, ob auf den Zusatz phosphathaltiger
Zusatzstoffe ganzlich verzichtet werden sollte oder ob eine Festlegung sicherer Obergrenzen
je nach zugelassenem phosphathaltigem Zusatzstoff moglich ist.

Hohe Gehalte an Natrium in kommerziellen Futtermitteln fiir Heimtiere sowie die Verbindung
zwischen den Serumkonzentrationen an FGF23 und Natrium bei Mensch und Nagern waren
Anlass fiir die Untersuchung einer selektiven Kochsalzzulage auf FGF23 und weitere
Parameter der Phosphorhomdostase. Im Gegensatz zu Untersuchungen bei Méausen und
Menschen konnte bei der Katze kein Zusammenhang zwischen Natriumchloridaufnahme und
FGF23 festgestellt werden, wobei die Natriumretention nach Salzgabe zwar signifikant anstieg,
die Serumkonzentration praprandial unverdndert und postprandial sogar signifikant niedriger
war.

Die Salzzulage fiihrte zudem zu einer signifikanten Erhohung der scheinbaren
Phosphorverdaulichkeit bei Verwendung ausschlieflich organischer Phosphatquellen. Dies ist
ein wichtiger Aspekt im Hinblick auf die Nierengesundheit. Die Verwendung héherer
Salzkonzentrationen in Fertigfuttermitteln fiir Katzen zum Beispiel zur Stimulation der
Trinkwasseraufnahme sollte aufgrund vorliegender Ergebnisse vor allem in Produkten mit

exzessiven Phosphorgehalten {iberdacht werden.
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6 Summary

Inorganic phosphates are added to commercial food and feed for technological reasons.
Phosphoric acid (1a338) is also used specifically in cat food to prevent struvite uroliths. In
feedstuff, there is no declaration required for most phosphate-containing additives, which is
why the content of inorganic phosphates cannot be assessed through the declared information.
In alignment with previous studies, effects of inorganic phosphates on parameters of phosphate
homeostasis were observed in the present study by dietary addition of phosphoric acid and
sodium phosphate in healthy cats, substantiating concerns about the safety of these additives.
In particular, the highly significant increase of the phosphatonin FGF23 in the serum pre- and
postprandially after dietary administration of phosphoric acid and sodium phosphate should be
critically evaluated. Transparency in the declaration of commercial pet foods indicating the
type and amount of added phosphates should be required. Extensive further research is needed
to decide whether the addition of phosphate-containing additives should be avoided or whether
it is possible to determine safe upper limits depending on the approved phosphate-containing
additive.

High levels of sodium in commercial pet foods and the association between serum
concentrations of FGF23 and sodium in humans and rodents prompted the investigation of
selective sodium chloride supplementation on FGF23 and other parameters of phosphorus
homeostasis. In contrast to studies in mice and humans, no link between sodium chloride intake
and FGF23 was found in the cat. Although sodium retention increased significantly after
sodium chloride administration, serum concentrations were unchanged preprandially and even
significantly lower postprandially.

Sodium chloride supplementation also resulted in a significant increase in apparent phosphorus
digestibility when only organic phosphate sources were used. This is an important aspect
regarding renal health. Based on the presented results, the use of high sodium chloride
concentrations in commercial cat diets to stimulate water intake should be reconsidered,

especially in products with excessive phosphorus levels.
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