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2. EINLEITUNG

Mack et al. (2015) und Béswald et al. (2018) fanden in ihren Metaanalysen bei Hund und Katze
eine strenge lineare Beziehung zwischen Calciumaufnahme und faecaler
Calciumausscheidung. Sie schlossen daraus, dass die wahre Calciumverdaulichkeit

unabhangig von der Menge der Calciumaufnahme beim Fleischfresser relativ konstant ist.

Schmitt et al. (2018) zeigten, dass auch Uber einen langeren Zeitraum der Fltterung eines

calciumarmen Futters keine Adaption der Absorption von Calcium aus dem Darm erfolgt.

Da die Studien von Mack et al. (2015) und Boswald et al. (2018) jedoch noch eine erhebliche
Variation der faecalen Ausscheidung von Calcium zeigten, wurde nach weiteren
Einflussfaktoren auf die Calciumverdaulichkeit gesucht. Dabei zeigte sich die faecale
Trockensubstanzausscheidung als wichtiger Faktor bei Hunden und auch bei Katzen (Kienzle
et al. 2006, Kienzle et al. 2017, Prola et al. 2009).

Kienzle et al. (2006) und Prola et al. (2009) erreichten die hohen Trockensubstanzaufnahmen
in ihren Rationen durch die Zulage von Faser. Bisher ist unklar, ob der Effekt der
Trockensubstanz oder der Faser zuzuordnen ist. Kienzle et al. (2017) verwerteten in ihrem
Versuch auch Daten mit Versuchsrationen, die einen hohen Gehalt an Knochenmehl als
Calciumquelle enthielten. Es ist daher unklar, ob die beobachteten Effekte auf die
Zusammensetzung der Versuchsrationen zurtickgehen oder ob der Zusammenhang mit der

faecalen Trockensubstanzausscheidung per se besteht.

Wesentliche Ziele der vorliegenden Arbeit waren erstens den Zusammenhang zwischen
faecaler Trockensubstanz- und Calciumausscheidung per se zu uUberprifen. Dazu wurde eine
calciumarme Grundration in zwei verschiedenen Mengen verfittert, um eine unterschiedliche
faecale Trockensubstanzausscheidung ohne Zulage schwerverdaulicher Futtermittel zu
erreichen. Es wurde der calciumarmen Ration in beiden Fallen so viel Calcium zugelegt, dass
die gleiche Calciumaufnahme erreicht wurde. Zweitens wurden Faktoren wie die Léslichkeit
der Calcium- und Phosphorquellen, das Calcium-Phosphor-Verhaltnis (innerhalb von 1,3 bis
2,0), die Kationen-Anionen-Bilanz und die Natriumzufuhr geprift. In diesem Kontext wurde

auch der Phosphorstoffwechsel untersucht.
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3. LITERATUR

3.1 Verteilung und Aufgaben von Calcium im Koérper

Der Calciumgehalt in der wasserfreien Kérpermasse des adulten Hundes liegt bei ca. 24 g/kg
TS (Stadtfeld 1978). Davon sind 98-99 % im Skelettknochen in Form von
Hydroxylapatitkristallen [Ca1o(PO4)s(OH);] gebunden. Hauptaufgabe des Calciums im
Organismus des Hundes ist seine Stutzfunktion im Skelett (Meyer & Zentek 2005).

Bei allen Saugetieren dient das Skelett gleichzeitig als einziger dynamischer Speicher fir
Calcium und ist daher ma3geblich an der Calcium-Homdostase beteiligt (Engelhardt & Breves
2005).

Die verbliebenen 1-2 % des Calciums im Saugetierkdrper befinden sich in den Zellen und der
Extrazellularflissigkeit. Calcium ist hier an zahlreichen biologischen Funktionen beteiligt. Freie
Ca?-lonen stellen die biologisch aktive Form des Calciums dar und dienen Zellen als
Signalgeber u.a. bei Muskelkontraktion, Reizweiterleitung und Zell-Zell-Kommunikation
(Clapham 2007).

Im Blutserum klinisch gesunder Hunde liegen 56 % des Gesamtcalciums als freie Ca?*-lonen
vor, 34 % sind an Albumin gebunden und die verbliebenen 10 % liegen komplexgebunden vor
(Schenck et al. 1996). Die Bindung an Albumin schitzt den Saugetierorganismus vor einer
Kristallisation des Calciums zu [Ca1o(POa4)s(OH)2] (Blumenthal et al. 1975). Dennoch ist Blut
dauerhaft mit Calcium Ubersattigt und es stromt einem chemischen Gradienten folgend sténdig

in den Intrazellularraum ein (Talmage et al. 2000).
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3.2 Steuerung des Calciumspiegels im Blut

Aufgrund der mafRgeblichen Rolle des Calciums in unzahligen Stoffwechselprozessen ist die
Aufrechterhaltung eines stabilen Calciumserumspiegels entgegen dem chemischen
Gradienten fir den Organismus Uberlebenswichtig (Rosol & Capen 1997). Der physiologische
Blutserumgehalt eines gesunden, adulten Hundes liegt zwischen 2,2 und 2,8 mmol/l (Schéfers
2013). Im Folgenden werden die Hormone und ihre Wirkungen erlautert, die zum Erhalt dieser
physiologischen Calciumkonzentration beitragen: Parathormon, 1,25-Dihydroxycholecalciferol

und Calcitonin.

3.2.1 Parathormon

In der Grundlagenforschung zu Parathormon (PTH) Anfang bis Mitte des 20. Jahrhunderts war
der Hund noch gangiges Versuchstier. Spater dienten vor allem Ratten und Mause als

Modelltiere.

Anfang des 20. Jahrhunderts wurde der Nebenschilddrise erstmals eine regulierende
Funktion des Blutcalciumspiegels zugeschrieben. MacCallum & Voegtlin (1909) beobachteten
an Hunden nach vollstandiger Parathyreoidektomie einen Abfall des Blutcalciumspiegels und
eine Unterbrechung der dem Eingriff folgenden Tetanie durch die Administration von Calcium.
Arbeiten von Salvesen (1923) und Collip (1925) konnten diese Beobachtungen bestatigen und
es wurde postuliert, dass die Nebenschilddriise des Hundes ein Hormon (Parathormon, PTH)
enthalt, das den Blutcalciumspiegel kontrolliert. Bensley (1947) wies nach, dass das auf
niedrige Blutcalciumspiegel folgend sezernierte Hormon in den Hauptzellen der
Nebenschilddriise des Hundes gebildet wird. Die canine PTH-codierende DNA wurde erstmals

von Rosol et al. (1995) sequenziert.

Schon vor der Sequenzierung von PTH konnten Patt & Luckhardt (1942) in
Perfusionsversuchen nachweisen, dass ein niedriger Calciumserumspiegel ein direkter
Stimulus fir die Nebenschilddriise zur Sekretion von PTH ist. Der sich auf den Hauptzellen
befindliche, extrazellularer Calciumsensitive Rezeptor, der bei einem Abfall des
Blutcalciumspiegels eine PTH-Ausschittung bewirkt, wurde erstmals von Brown et al. (1993)
aus bovinem Gewebe der Nebenschilddrise kloniert. Auch beim Hund ist die Sequenz des

Gens, das den Calciumsensitiven Rezeptor codiert, bekannt (Skelly & Franklin 2007).

Potts et al. (1971) konnten an bovinem PTH nachweisen, dass flr die biologische Funktion
des aus 84 Aminosauren bestehenden Polypeptids das Areal der vorderen 34 Aminosauren

entscheidend ist.
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PTH fihrt beim Hund initial zu einem leichten Abfall der Ca?*-Konzentration im Plasma und
bewirkt dann einen deutlichen Anstieg von Calcium im Plasma (Parsons et al. 1971). Die

Hauptzielorgane von PTH zur Regulierung der Calcium-Homoostase sind Knochen und Niere.

Am Knochen nimmt PTH beim Hund sowohl Gber katabole als auch anabole Effekte Einfluss
auf den Knochenturnover, wie zahireiche Studien mit Hunden als Modelltieren u.a. fir die
Osteoporoseforschung zeigten (Parsons & Reit 1974, Malluche et al., 1982, Podbesek et al.
1983, Boyce et al. 1996, Zhang et al. 1997, High et al. 1981). Ob PTH eher zu einer indirekten
Aktivierung der Osteoklasten oder zu einem anabolen Effekt auf die Osteoblasten flhrt, hangt
beim Menschen davon ab, ob die PTH-Erhéhung kontinuierlich (katabole Wirkung) oder
stoRweise (anabole Wirkung) erfolgt (Kopic & Geibel 2013).

In der Niere des Hundes bewirkt PTH eine gesteigerte Reabsorption von Calcium aus dem
distalen Nephron bei gleichzeitig verminderter Reabsorption von Phosphat im proximalen
Tubulus, die zur Phosphaturie fuihrt (Agus et al. 1971, Agus et al. 1973, Sutton et al. 1976).
Aulerdem erhéht PTH in der Niere die Aktivitat der 1-alpha-Hydroxylase, was eine vermehrte

Synthese von 1,25-Dihydroxycholecalciferol bedingt (Parker et al. 2017).
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3.2.2 Vitamin D und 1,25-Dihydroxycholecalciferol

Auch bei der Entdeckung von Vitamin D spielte der Hund als Versuchstier eine Rolle. Im
Rahmen der Rachitisforschung I[0ste Mellanby (1919) bei Hunden Rachitis durch
getreidereiche Rationen aus und stellte fest, dass sich durch Hinzufligen bestimmiter tierischer
Fettquellen die Entstehung von Rachitis verhindern lieR3, allen voran durch Lebertran. Er
schloss, dass es einen anti-rachitischen Faktor in der Nahrung geben musste, méglicherweise
Vitamin A. McCollum et al. (1922) gelang an Ratten der Nachweis, dass es sich nicht um eine
Vitamin-A-Wirkung handelte, indem sie Vitamin A im Lebertran deaktivierten. Dem so
entdeckten, antirachitischen Vitamin, fortan Vitamin D, schrieben sie eine calcium-einlagernde

Funktion in den Knochen zu.

Zeitgleich entdeckten Wissenschaftler in Europa (Huldschinsky 1919, Chick 1976, Steenbock
et al. 1925, Hess & Weinstock, 1925), dass die Exposition zu Sonne bzw. UV-Licht Rachitis

bei Kindern und Ratten heilen konnte.

Das moderne Verstandnis des Vitamin-D-Stoffwechsels beruht vor allem auf Untersuchungen
an Menschen und Ratten (DeLuca 2014). Auch wenn die bekannten am Vitamin-D-
Stoffwechsel beteiligten Enzyme und Metabolite auch in Hunden nachgewiesen werden
kénnen, gibt es kaum Untersuchungen zum genauen Vitamin-D-Stoffwechsel an Hunden
(Hurst et al. 2020, Dodd et al. 2024). Es gibt Hinweise auf speziesspezifische Detail-
Unterschiede im Vitamin-D-Metabolismus, die bisher aber noch unzureichend erforscht sind
(Hurst et al. 2020).

Prinzipiell kann aktives Vitamin-D-Hormon (1,25-Dihydroxycholecalciferol) von vielen
Saugetierspezies Uber zwei verschiedene Wege gebildet werden: aus Uber die Nahrung
aufgenommenen Vorstufen oder durch endogene Synthese in der Haut. In der Haut
befindliches 7-Dehydrocholesterin kann u.a. von Menschen und Ratten mithilfe von UV-
Strahlung zu Pravitamin D; umgewandelt werden (Holick et al. 1981). Bei Hund und Katze ist
diese Umwandlung in der Haut hingegen insuffizient, daher sind beide Tierarten auf die

alimentare Vitamin-D-Zufuhr angewiesen (How et al. 1994).

Die Vitamin-D-Aufnahme aus der Nahrung kann prinzipiell Gber Ergocalciferol (Vitamin D2) aus
pflanzlichen Quellen oder Gber Cholecalciferol (Vitamin Ds3) aus tierischen Quellen erfolgen.
Katzen kénnen Vitamin D2 weniger effizient als Vitamin D3 als Hormonvorstufe nutzen (Morris
2002). Beim Mensch zeigen aus Vitamin D3 gebildete Metabolite eine aktivere Hormonwirkung
als solche, die aus Vitamin D, synthetisiert wurden (Trang et al. 1998). Beim Hund ist bisher
nicht geklart, inwieweit sich der Vitamin-D-Stoffwechsel bei aus der Nahrung aufgenommenem
Vitamin D2 und Vitamin D3 unterscheidet, eine Supplementierung mit Vitamin D in rein

pflanzlichen Rationen scheint aber suffizient (Dodd et al. 2024).
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Reviews, die Vitamin D beim Hund und anderen Haustieren behandeln (Dittmer & Thompson
2011, Weidner & Verbrugghe 2017, Chacar et al. 2020, Hurst et al. 2020), bedienen sich
bezlglich der Synthese von aktivem Vitamin-D-Hormon beim Hund der spezieslbergreifenden
Mechanismen: Nach der Aufnahme von Vitamin D Uber die Darmschleimhaut wird es
grofdtenteils an Vitamin-D-bindendes Protein gebunden. In der Leber erfolgt die
Hydroxylierung zu 25-Hydroxycholecalciferol durch Cytochrom-P450-Enzyme. Der weitere
Weg von 25-Hydroxycholecalciferol hangt vor allem von der Calciumkonzentration im Blut ab:
In den proximalen Tubuluszellen der Niere wird aus 25-Hydroxycholecalciferol durch eine
zweite Hydroxylierung 1,25-Dihydroxycholecalciferol gebildet, wenn die PTH-Konzentration im
Blut infolge eines niedrigen Calciumspiegels hoch ist. 1,25-Dihydroxycholecalciferol ist die
hormonell aktivste Form von Vitamin Ds. Uber ein negatives Feedback-System inhibiert 1,25-
Dihydroxycholecalciferol seine eigene Synthese und férdert gleichzeitig die eigene Katalyse
zu anderen Metaboliten. Hohe Calciumkonzentrationen im Blut férdern die Bildung des

Metaboliten 24,25-Dihydroxycholecalciferol statt 1,25-Dihydroxycholecalciferol.

Die hormonell aktivste Form von Vitamin D, 1,25-Dihydroxycholecaciferol, reguliert die
Calciumhomoostase vor allem an drei Hauptwirkorten: Es regt die aktive Resorption von
Calcium und Phosphat aus dem Darm an und wirkt aulRerdem zusammen mit PTH an Knochen
und Niere (Dittmer & Thompson 2010).

Beim Menschen erfolgt die Synthese von 1,25-Dihydroxycholecalciferol nicht nur in der Niere,
sondern auch in mindestens 10 anderen Kdrpergeweben, darunter Haut, Dickdarm,
Nebenschilddrise und Pankreas. Der Vitamin-D-Rezeptor findet sich beim Menschen
aulRerdem neben der Darmschleimhaut in zahlreichen weiteren Geweben, z.B. Fettzellen,
Knochen, Gehirn, Nieren etc. Daher werden Vitamin D neben der Aufrechterhaltung der
Calciumhomdostase heutzutage auch weitere Aufgaben im Kérper zugeordnet, z.B. in der

Immunregulation oder im Insulinstoffwechsel (Norman 2008).
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3.2.3 Calcitonin

Erst knapp 40 Jahre nach der Entdeckung von PTH postulierten Copp et al. (1962) an
hypercalcdmischen Hunden ein rasch wirkendes Hormon, das den Blutcalciumspiegel senkt —
Calcitonin. Sie ordneten es damals irrtimlich der Nebenschilddrise zu. Mit
Perfusionsversuchen an Ziegen konnten Foster et al. (1964) nachweisen, dass Calcitonin nicht
aus der Nebenschilddriise, sondern aus der Schilddrise ausgeschuttet wird. Bussolati &
Pearse (1967) gelang via Immunfluoreszenz an Schweinen und Hunden der Nachweis, dass

Calcitonin aus den C-Zellen der Schilddrise stammt.

Canines Calcitonin ist ein aus 32 Aminosauren bestehendes Peptidhormon (Mol et al. 1991).
Es senkt den Calciumspiegel im Blut des Hundes, wenn dieser erhoht ist (Kumar, et al. 1963,
Cramer et al. 1969). Hauptzielorgan von Calcitonin ist der Knochen, bei dem es in vitro eine
Hemmung der Knochenresorption bewirkt (Aliapoulios et al. 1966). Wahrend Calcitonin bei
Ratten und Menschen auch eine vermehrte Calciurie bewirkt, bleibt die Calciumausscheidung
uber die Niere beim Hund konstant (Clark & Kenny 1969). Tiscornia et al. (1976) postulierten
einen inhibitorischen Effekt von Calcitonin auf die Pankreasaktivitdt beim Hund, da sie
postprandial nach hohen oralen Calciumaufnahmen eine veradnderte Pankreassekretion

beobachteten.

Ob die tierexperimentell nachweisbare hypocalcamische Wirkung des Calcitonins unter
physiologischen Bedingungen bei Ratten und Menschen eine Rolle spielen, wurde schon frih
nach der Entdeckung Calcitonins infrage gestellt (Macintyre 1968). Beim Menschen scheint
es unter physiologischen Bedingungen keine bedeutende Rolle im Erhalt der
Calciumhomdostase zu spielen (Hirsch & Baruch 2003). Beim Fleischfresser, dessen
Ernahrungsweise sich durch das Fressen ganzer Beutetiere mit groRer Calciumanflutung im
Wechsel mit langen Fastenintervallen und damit fehlender Calciumaufnahme auszeichnet,
ware eine physiologische Rolle der Wirkmechanismen des Calcitonins jedoch denkbar, um
den Organismus vor Hypercalcdmie nach Aufnahme gro3er Mengen Calcium zu schitzen
(Felsenfeld & Levine 2015).
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3.3 Alimentare Calciumversorgung
3.3.1 Calciumbedarf

Nach faktorieller Ableitung geben die Versorgungsempfehlungen der Gesellschaft fir
Ernahrungsphysiologie (GfE) den Erhaltungsbedarf an Calcium beim adulten Hund mit 100
mg/kg KM/Tag an. Das entspricht bei einem 25 kg schweren Hund einer empfohlenen
Calciumzufuhr von 2500 mg Calcium pro Tag (GfE 1989). Die Berechnung des
Nahrstoffbedarfs auf Grundlage der Korpermasse gilt heute jedoch als veraltet. Der
Nahrstoffbedarf wird beim Hund in moderneren Empfehlungen pro Kilogramm metabolischer

Korpermasse angegeben (KM®"®),

Das National Research Council (NRC) der Vereinigten Staaten empfiehlt in seinen aktuellen
Leitlinien fur adulte Hunde eine tagliche Calciumversorgung von 130 mg/kg KM®%" (NRC,
2006). Das entspricht 1453 mg bei einem 25 kg schweren Hund. Diese Empfehlung liegt unter
jener der GfE (1989) und koénnte den Calciumbedarf adulter Hunde laut neuerer
Untersuchungen unterschatzen. Siedler (2018) und Herbst (2021) beobachteten in ihren
Arbeiten negative scheinbare Verdaulichkeiten fur Calcium nach Verfutterung von Rationen

mit nach NRC 2006 bedarfsdeckender Calciumversorgung an Beagles.

Sowohl laut GfE (1989) als auch NRC (2006) liegt der Calciumbedarf eines Hundes deutlich
héher als der eines Menschen mit vergleichbarer Kérpermasse: Wahrend ein ausgewachsener
Hund mit 60 kg pro Tag laut Empfehlungen 6000 mg (GfE 1989) bzw. 2083 mg (NRC 2006)
Calcium bendétigt, um seinen Erhaltungsbedarf abzudecken, benétigt ein gleichschwerer
erwachsener Mensch nach den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fir Ernahrung e.V.
(DGE) lediglich 1000 mg Calcium pro Tag (DGE 2013). Der tagliche Calciumbedarf eines
grolRwlchsigen, ausgewachsenen Hundes ist bei gleichem Kérpergewicht also mindestens

doppelt so hoch wie der eines ausgewachsenen Menschen.
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3.3.2 Calciummangel

Anders als andere Spezies reagieren Hunde, wie auch Katzen und andere Fleischfresser, sehr
empfindlich auf eine defizitare Versorgung mit Calcium. Sowohl ein primarer Calciummangel
in der Nahrung als auch ein sekundéares, durch inverses oder sehr weites Calcium-Phosphor-
Verhaltnis ausgeldstes Defizit fihren langfristig selbst beim adulten Hund zu klinischen
Mangelerkrankungen. Typischerweise zeigt sich ein sekundarer Hyperparathyreoidismus mit
Erweichung der Skelettknochen, beginnend mit dem typischen ,Gummikiefer (,rubber jaw")
im Bereich des Unterkiefers nach mehrmonatiger Unterversorgung mit Calcium (u.a. Krook et
al. 1971, Diquélou et al. 2005, De Fornel-Thibaud et al. 2007, Becker et al. 2012).

In der Praxis kann die Ubertragung der modernen Erndhrungsgewohnheiten des Menschen
auf den Hund zur Calciummangelerkrankung fuihren: In den Industrienationen hat sich die
phosphatreiche, calciumarme Ernahrung des Menschen mit inversem Calcium-Phosphor-
Verhaltnis etabliert (,Western Diet", u.a. Calvo et al. 2014). Wahrend Haushunde historisch
betrachtet vermutlich vor allem mit knochen- und damit calciumreichen Essensresten des
Menschen ernahrt wurden, liegt die Zubereitung selbstgekochter Rationen, sowie die
Ubertragung der eigenen Ernahrungsweise auf den Hund als vermeintlich ,gesunde*

Alternative zu kommerziellem Alleinfutter in den letzten Jahren im Trend (Dodd et al. 2020).

Ein durchschnittlicher Erwachsener in Deutschland nimmt pro Tag 12 — 17 mg Ca/kg KM/Tag
auf, was bei einer 60 kg schweren Person 720 — 1020 mg Calcium pro Tag entspricht
(Trautvetter et al. 2018). Eine solche Ernahrung fuhrt bei einem gleichschweren Hund
langerfristig zwangslaufig zu einem Calciummangel, der sich klinisch als sekundarer
Hyperparathyreoidismus manifestiert, wenn kein calciumhaltiges Mineral-Supplement erganzt

wird.

Beim Menschen gilt die Western Diet hingegen auch bei defizitarer Calciumversorgung nicht
als Ursache flr sekundaren Hyperparathyreoidismus oder Spontanfrakturen. Sekundarer
Hyperparathyreoidismus ist beim Menschen eine typische Folge der Chronischen
Niereninsuffizienz (Cunningham et al. 2011). Spontanfrakturen beim Menschen sind meist
Folge von Osteoporose, deren Ursache multifaktoriell ist. Als zum Teil ernahrungsbedingter

Risikofaktor wird ein niedriger Vitamin-D-Status diskutiert (Clynes et al. 2020).
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3.4 Calciumabsorption und Calciumverdaulichkeit
3.4.1 Calciumabsorption aus dem Verdauungstrakt

- Calciumabsorption bei Ratten und Mausen

Die Annahmen zu den Transportmechanismen der Calciumabsorption beim Saugetier
beruhen Grolteils auf in vitro Untersuchungen am Verdauungstrakt von Ratten und Mausen.
Unabhangig von seiner Quelle muss Calcium vor seiner Aufnahme im Verdauungstrakt in
Lésung gehen, damit es als Ca?* im Darm absorbiert werden kann. Prinzipiell erfolgt die
Absorption auf zwei Wegen: aktiv entgegen dem chemischen Gradienten oder passiv via
Diffusion. Der aktive Transportweg ist transzellular und streng Vitamin-D-abhangig, wahrend
der passive Transport parazellular stattfindet (Bronner 1998, Bronner 2003, Bronner & Pansu
1999).

Der aktive Transport von Calcium durch die Darmzellen erfolgt in drei Schritten. Zuerst gelangt
Calcium uber Transporter und Kanale durch die Birstensaummembran ins Cytosol. Dort
bindet es an das Vitamin-D-abhangige Calbindin Dok und gelangt so an die basolaterale
Membran. Hier verlasst es die Zelle unter Energieaufwand mithilfe der Calcium-ATPase
sowohl gegen einen chemischen Gradienten als auch gegen den Calciumgradienten (Bronner
2003).

Der passive Transport von Calcium findet Uber die Tight Junctions des Darmepithels im Fluss
des chemischen Gradienten statt. Wieviel Calcium passiv absorbiert wird, hangt von der
Loslichkeit der Calciumquelle, der Passagezeit des Chymus durch den Verdauungstrakt und

der Durchlassigkeit des Darmepithels fiir Ca?*-lonen ab (Bronner 1998).

Wahrend der aktive Transport einer nicht-linearen Funktion entspricht, der mit steigenden
Ca?*-Konzentrationen eine Sattigung erfahrt, unterliegt der passive Transport keiner Sattigung

und Iasst sich mit einer linearen Funktion darstellen (Bronner 2003).

Ein Grolteil der Gesamtabsorption von Calcium im Verdauungstrakt der Ratte findet im
Dulnndarm statt. Die aktive Absorption erfolgt vor allem in den vorderen Dinndarmabschnitten
(Duodenum und proximales Jejunum). Die passive Absorption findet Gber die gesamte Lange

des Dinndarms statt. (Bronner 2003).

Im Colonepithel der Ratte befinden sich nur ca. 7 % des intestinalen Calbindin Dok und auch
der Anteil der gesamten Calciumabsorption im Dickdarm wird auf unter 10 % geschatzt
(Bronner & Pansu 1999).
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- Calciumabsorption beim Hund

Die bisherigen Ergebnisse zur Calciumabsorption im caninen Verdauungstrakt sind teils

widerspruchlich.

Cramer (1965) beobachtete in Perfusionsversuchen an Hunden mit Duodenal-, Jejunum- und
lleum-Thiery-Vella-Loops, dass ein Grofteil des Calciums in Jejunum (38 %) und lleum (44
%) absorbiert wurde. Ein kleiner Teil (18 %) wurde im Duodenum absorbiert. Der Autor nahm
in der Studie an euthanasierten Hunden au3erdem Messungen der Calciumgehalte in DUnn-
und Dickdarm unter Versuchsrationen mit unterschiedlichem Calciumgehalt vor. Dabei malf3 er

unter allen Rationen im gesamten Darm hohe Calciumgehalte, vor allem im vorderen lleum.

Schedl et al. (1968) banden die Dinndarmabschnitte des Jejunums und lleums fastender
Hunde ab, versahen sie mit Kanllen und spulten sie mit Kochsalzldsung. Die so vorbereiteten
Darmsegmente wurden mit Calciumchlorid-Losung gefullt und verschlossen. Nach 30 Minuten
wurde die Lésung zur Bestimmung des Calciumgehalts wieder entnommen und es entfolgte
eine Entnahme der Darmsegmente mit quantitativer Bestimmung der Schleimhautoberflache.
Es zeigte sich eine Nettosekretion von Calcium im Jejunum, die die im proximalen lleum
nachweisbare Nettoabsorption um 50 % Uberschritt, was dem Verhaltnis der

Schleimhautoberflache beider Darmabschnitte entsprach.

Schinemann et al. (1989) machten an ileum- und colonfistulierten Hunden mithilfe von
Ballonkathetern, die das craniale Colon und das Rektum dicht verschlossen,
Perfusionsversuche. Nach Spiilung des Darmsegments wurde die Perfusionslésung Uber den
Katheter durch die Fistel eingebracht und Gber den Katheter im Rektum wieder ausgebracht.
Praecaecal Uberwog die Nettosekretion von Calcium. Erst im Dickdarm kam es zur Absorption
von Calcium. Die héchsten Nettoabsorptionen fanden sich im Colon von Hunden mit niedrigen

Calciumaufnahmen. Daher wurde ein aktiver, steuerbarer Prozess postuliert.

Nach diesen Ergebnissen bleiben die genauen quantitativen Bewegungen von Calcium in den
einzelnen Darmabschnitten zwar unklar, alle drei Arbeiten mafien Nettoabsorptionen aber vor
allem in Darmsegmenten, in denen bei Ratten und Mausen der parazellulare, passive
Transport von Calcium Uberwiegt (hintere Dinndarmabschnitte, Dickdarm). Neuere Studien
(Mack et al. 2015, Boswald et al. 2018) sprechen ebenfalls flir eine passive Calciumabsorption
beim Hund (s. 3.4.3.).

19



3. Literatur

3.4.2 Absorptionsanpassung an Calciummangelrationen

- Absorptionsanpassung bei Ratten und Mausen

Ratten und Mause kdnnen sich an marginale Calciumaufnahmen durch vermehrte Vitamin-D-
Sekretion bei niedrigen Calciumserumgehalten anpassen. Vitamin-D-induziert wird die
Transkription von Calbindin Dgk im Darmepithel gesteigert und so die aktive Aufnahme von Ca

aus dem Darmlumen angeregt (Bronner 2003).

- Absorptionsanpassung beim Hund

Nach Studien aus dem 20. Jahrhundert wurde spekuliert, dass auch der Hund die
Calciumausbeute aus dem Chymus in Situationen marginaler Versorgung Uber einen aktiven
Transport in hinteren Darmabschnitten verbessern kénnte (Gershoff et al. 1958, Schiinemann
et al. 1989).

Neuere Untersuchungen, ebenso wie die zahllosen Fallberichte (u.a. Diquélou et al. 2005,
Becker et al. 2012), sprechen allerdings gegen eine solche Adaptionsfahigkeit des Hundes an

Calciummangelsituationen.

So konnten Mack et al. (2015) in einer Metaanalyse zur Calciumaufnahme und faecalen
Calciumausscheidung bei Hunden und Katzen keinen Effekt niedriger Calciumaufnahmen auf
die Absorptionsrate feststellen. Es zeigte sich vielmehr eine hoch signifikante lineare
Beziehung zwischen Calciumaufnahme und faecaler Calciumausscheidung, die wiederum flr
eine passive, nicht steuerbare Aufnahme spricht. Auch Béswald et al. (2018) fanden in einer
speziesvergleichenden  Metaanalyse eine starke lineare Korrelation zwischen

Calciumaufnahme und faecaler Calciumausscheidung bei Hund und Katze.

Fir eine passive Calciumabsorption sprechen auch die Ergebnisse aus einem Fasermodell
von Kienzle et al. (2006) und die Ergebnisse von Kienzle et al. (2017), bei denen sich die

Trockensubstanzausscheidung als Einflussfaktor auf die faceale Calciumausscheidung zeigte.

Schmitt et al. (2018) futterten zwoIf Hunden Uber einen Zeittraum von 28 Wochen eine Ration
mit marginaler Calciumversorgung und fuhrten vier Bilanzphasen durch. In allen Phasen
wiesen die Autoren negative Calciumbilanzen nach und konnten auf’erdem eine Steigerung
der Aktivitat von Knochenmarkern im Blut feststellen. Diese Ergebnisse sprechen gegen eine
Adaption der Calciumabsorption und legen nahe, dass Hunde zum Ausgleich der defizitaren
Calciumversorgung vermehrt Calcium aus dem Knochen mobilisieren. Ahnliche
Beobachtungen machten schon Dobenecker et al. (2014) an elf adulten Hunden nach

Futterung mit marginaler Calciumversorgung.
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3.4.3 Uniformitat der Calciumausscheidung und Abhangigkeit zur
Trockensubstanzaufnahme beim Hund

In einer Meta-Analyse konnten Mack et al. (2015) zeigen, dass es bei Hund und Katze eine

streng lineare Beziehung zwischen Calciumaufnahme und faecaler Calciumausscheidung

gibt. Auch Calcium-Phosphor-Verhaltnis oder Eiwei3quelle zeigten keinen Einfluss auf diese

Korrelation. Unabhangig von Rationsgestaltung, Calciumquelle und Rasse fanden die Autoren

eine hochsignifikante lineare Beziehung zwischen Calciumaufnahme und faecaler

Calciumausscheidung uber eine weite Spanne von Versorgungslevels mit Calcium (Abb. 1).
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Abbildung 1. Faecale Calciumausscheidung in Abhangigkeit zur Calciumaufnahme bei
adulten Hunden (nach Mack et al. 2015; mit Daten aus der Studie in KM statt KM?75)

In alteren Arbeiten wurden auch verschiedene andere Faktoren postuliert, die die Absorption
von Calcium beim Hund beeinflussen konnten. So ging man z.B. von hdherer
Calciumverdaulichkeit durch die Zulage von Lactose (Gross 1927) und niedrigerer
Calciumverdaulichkeit durch hohe Fettgehalte (Liu & McCay 1953) oder hohe Knochengehalte
(Meyer & Mundt 1983) in der Ration aus. Bei der Katze wurde auflerdem eine geringere
Calciumverdaulichkeit durch dauerhafte Ansduerung der Ration mit Ammoniumchlorid
postuliert (Ching et al. 1989). Diese vier Arbeiten wurden in der Meta-Analyse von Mack et al.

(2015) jedoch miteinbezogen, ohne dass auffallige Abweichungen erkennbar wurden.

Boswald et al. (2018) konnten in einer speziesubergreifenden Metaanalyse fir Fleischfresser
ebenfalls eine hochsignifikante lineare Korrelation von Calciumaufnahme und faecaler

Calciumausscheidung ermitteln (R? = 0,91).

Kienzle et al. (2006) konnten bei Hunden mit gleicher Calciumaufnahme nach Faserzulage

eine Erhéhung der faecalen Calciumausscheidung beobachten. Prola et al. (2009) konnten
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diesen Effekt bei Katzen ebenfalls nachweisen. Dabei blieb in beiden Arbeiten unklar, ob es
sich hierbei um einen Effekt der Faser oder lediglich um den Effekt der unter Faserzulage
steigenden faecalen Trockensubstanzausscheidung handelte. In einer retrospektiven Studie
mit kommerziellen Nass- und Trockenfuttern identifizierten Kienzle et al. (2017) die faecale
Trockensubstanzausscheidung als  weiteren Einflussfaktor ~auf die faecale

Calciumausscheidung neben der Calciumaufnahme.

Bisherige Untersuchungen koénnen noch nicht die Fragestellung beantworten, ob die von
Kienzle et al. (2006) beobachteten Effekte beim Hund rein in Beziehung zur
Trockensubstanzausscheidung stehen oder ob es sich um Effekte handelt, die ihrerseits zur
faecalen Trockensubstanzausscheidung in Beziehung stehen. Neben dem bereits genannten

Fasergehalt kommen hier auch weniger verdauliche Knochenbestandteile infrage.

Erklart wurden diese Befunde mit einer Besonderheit der Fleischfressen hinsichtlich des
Calciumstoffwechsels wie oben erwahnt (s. 3.4.2.). Bei Calciummangel scheinen Hunde die
scheinbare Verdaulichkeit des Calciums nicht anzupassen, sondern Uberwiegend Uber den
Knochenstoffwechsel die Calciumhomoéostase zu regulieren (Schmitt et al. 2018). Die
Calciumabsorption findet zu einem erheblichen Anteil im Dickdarm und vermutlich passiv statt
(Schinemann et al. 1989).
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Abstract

The study aimed to investigate the effect of faecal dry matter (DM) excretion on faecal losses
of calcium (Ca) and phosphorus (P) without potentially confounding factors. Dogs were fed two
levels of the same basal diet (cooked pork, rice, gelatine; 8.5+0.7 and 12.6 £1.2g DM/kg
BW). Mineral supplements were added separately for identical Ca and P supply independent
of DM intake (Ca 226 and P ~170 mg/kg BW). Digestion trials (10 days adaptation, 5 days
quantitative faecal collection) were carried out. Digestibility of DM averaged 87% in both trials.
Faecal DM and mineral excretion increased highly significant (DM 1.1+0.3 to 1.7 £ 0.2 g/kg
BW, p=0.00005; Ca 185+34 and 233+22mg/kg BW,p=0.00119; P 99+23 to
127 +12mg/kg BW, p=0.00212), revealing a highly significant correlation. Apparent
digestibility of Ca was positive in the first trial and negative in the second leading to a slightly
negative Ca retention in the latter one. The results suggest that in dogs (i) factors influencing
Ca and P absorption can only be compared if faecal DM excretion is identical and (ii) Ca

requirements may be affected by DM intake and digestibility.
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1 Introduction

In previous retrospective studies, an increase in faecal Ca excretion with increasing faecal dry
matter (DM) excretion was demonstrated in dogs (Kienzle et al., 2006, 2017) as well as in cats
(Prola et al., 2009). In two of these studies, the increase in faecal DM excretion was due to
addition of fibre. Therefore, it was not clear whether this was a fibre or a DM excretion effect.
In the third retrospective study, digestion trials with prepared wet and dry dog food were
evaluated (Kienzle et al., 2017). In prepared dog food, a high faecal DM excretion could be
due to high fibre but also to an increased percentage of bone meal. Bone meal contains a lot
of ash and has a low digestibility (Dobenecker et al., 2010). This could be a confounding factor.
Therefore, in the present study, dogs were fed two levels of the same basal diet. Mineral
supplements were added separately to ensure the same amount of Ca and P supply with
different DM intake of the same diet. The hypothesis was that in the absence of a variation in
calcium and phosphorus intake, faecal DM excretion is the main parameter influencing the
faecal excretion of Ca. Given the rather constant ratio of faecally excreted Ca and P in dogs

(Mack et al., 2015), it was expected that the same would be true for P.
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2 Animals, Material and Methods

Eight healthy adult foxhound-crossbred (FBI) dogs were involved in the study (24-32 kg, two
neutered males, one intact male, five intact females, age of 3-5 years). The dogs were pair-
housed in climate-controlled indoor pens with sufficient resting places with bedding material.
Every day of the year, they had access to outdoor runs of about 50 m? equipped with kennels
as well as trees or awning in established groups of 4—7 animals for at least 6 h during the day.
The dogs were fed separately and their individual food intake was measured daily. Additionally,
the dogs were walked on a leash and clicker-trained in regular intervals. During the digestibility
trials, they were walked at least twice daily. The indoor pens had natural and artificial light for
a minimum of 8 h per day, depending on the season. Humidity varied between 40% and ~70%.
Fresh air was provided through a ventilation system throughout the year. The indoor
temperature was kept above 16°C. Standard procedure was adopted to the digestion trials (3
days dietary change to test diet, 10 days adaptation, 5 days sampling period, one meal per
day). The dogs were housed individually during the 5 days of total faecal collection. Water was
provided ad libitum at all times. Between the trials with the same type of food fed in different

levels (Table 1) was a 2-week wash-out period.

At the lower intake level (N), lard was added in small amounts to animals with an energy
requirement which exceeded the feed allowance to prevent weight loss. At the higher level
(HI), weight gain was considered acceptable. The mineral-vitamin mixture (Supporting
Information: Table S1) was not mixed into the feed but given into each dog's daily ration to
ensure absolutely identical intake of Ca (Table 2). This led to slight differences in the mineral

content of the diet in each individual dog.

After total collection, faeces were lyophilised and ground. Calcium levels in food and faeces
were analysed by flame-emission photometry (Eppendorf Flammenphotometer EFOX 5,053,
HJG Spezialmesssysteme) after acid hydrolysis and wet digestion in a microwave (Janf3en et
al., 2006). Phosphorus was determined photometrically with ammonium molybdate and
ammonium vanadate in HNO3 (GENESYS 10 UV, Thermo Spectronic). Two means were
compared by paired t-test after testing normal distribution of data (Shapiro—Wilk test). The
significance levels were set at p<0.05, p<0.01, and p<0.001. Linear regression analyses

were carried out between faecal DM and Ca excretion and between faecal P and Ca excretion.
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3 Results

All animals remained healthy throughout the study. Apparent digestibility of DM was not
affected by the level of food intake; it averaged 87% in both trials (Table 2). Faecal DM
excretion increased highly significant in trial HI compared to trial N (p =0.00005). The same
was true for faecal Ca excretion which was higher by nearly 50 mg/kg BW in trial HI than in
trial N (p=0.00119). The resulting apparent digestibility of Ca was positive in trial N and
negative in trial HI. In trial N, there was a considerable amount of apparently digested
(“retained”) Ca, in the second trial with higher DM intake, this parameter was negative. There
was a highly significant positive relationship between faecal DM excretion and faecal Ca
excretion (Figure 1; p<0.001). There was also a highly significant correlation between faecal
organic matter excretion (x; g/kg BW) and faecal Ca excretion (y; mg/kg
BW): y=101.8 + 144.3x; R?=0.80, p<0.001). Faecal P excretion also increased significantly
with increasing faecal DM excretion (Table 2, Figure 2; p =0.00212). The increase of faecal P
excretion with increasing faecal DM excretion was less marked though than the increase of
faecal Ca excretion. Apparent P digestibility was positive in both trials. In trial, Hl apparent P
digestibility was significantly reduced compared to trial N but the difference was less marked
than in apparent Ca digestibility. The apparently digested (“retained”) P amounted to 30 mg/kg
BW on average. In both trials, P digestibility was higher than Ca digestibility. There was a

highly significant relationship between faecal Ca and P excretion (Figure 3).
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4 Discussion

The results of the study confirm the hypothesis that faecal DM excretion is a major determinant
of faecal Ca excretion (Kienzle et al., 2006, 2017). The same is true for faecal P excretion. The
relationship between faecal Ca and P excretion was confirmed again (Boswald et al., 2018;
Mack et al., 2015). Mack et al. (2015), Boswald et al. (2018), and Schmitt et al. (2018)
suggested that in dogs Ca absorption from the intestine is predominantly a passive transport.
This is in excellent agreement with the results of Schiinemann et al. (1989). These authors
worked with dogs fitted either with an ileal or a colon fistula (methods see Brass &
Schinemann, 1989). Schiinemann et al. (1989) determined ileocecal flow of minerals as well
as faecal excretion. The range of Ca intake was between 11 and 190 mg/kg BW. lleocecal flow
was even higher than the intake in most trials (Schiinemann et al., 1989). There was very little
net absorption in the small intestine, mostly a net secretion. Absorption of Ca mainly took place
in the colon. There was a clear-cut positive relationship between Ca intake, ileocecal Ca flow
and faecal Ca-excretion (Schinemann et al., 1989). Given the findings of Mihlum et al. (1989)
who demonstrated that fat is digested nearly completely in the small intestine, this explains
why Hallebeek and Hazewinkel (1997) did not see any effects of fat on Ca digestibility in dogs.
The same was true in this study. The relationship between faecal DM and Ca excretion did not

significantly differ (p = 0.34) between dogs eating extra lard and those without lard addition.

In the study by Schinemann et al. (1989), there was also a positive relationship between P
intake, ileocaecal P flow and faecal P excretion, even though P was absorbed to a higher
percentage in the small intestine. In addition, the ileocaecal flow of Ca and P and the faecal
excretion of Ca and P were correlated, with the exception of one trial with extremely low Ca
intake and an inverse Ca/P ratio (Schinemann et al., 1989). Schinemann et al. (1989) also
found a relationship between the net absorption of Ca in the colon (calculated as percentage
of ileocecal Ca flow) and the Ca concentration in ileal chyme. This suggests an effect of dilution

on passive Ca absorption.

In the present study, faecal Ca excretion increased with increasing faecal DM excretion at a
rate of about 100 mg Ca per g DM excretion (Figure 1). Even a relatively small difference of
0.6 g faecal DM excretion per kg BW increased faecal Ca excretion by 26% and reduced
apparent Ca digestibility from 18% to negative. This finding is very important for research on
Cain dogs. Factors influencing Ca absorption can only be tested if the excretion of faecal DM
is practically identical between experimental and control group, otherwise the researchers will
just describe a faecal DM excretion effect. The results of the present study show that faecal
DM excretion is an important factor for the estimation of Ca as well as to lesser extent P
requirements in dogs because higher DM intake and/or lower DM digestibility increase faecal

Ca and P losses.
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5 Conclusions

In conclusion, faecal DM excretion influences the faecal Ca and P positively and apparent Ca
and P digestibility negatively. A high faecal DM excretion can therefore increase Ca and P

requirements.
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Table 1. Composition of the diets fed to eight foxhound crossbred dogs

Unit Diet N Diet HI
76.9 pork (rump with rind | 76.9 pork (rump with rind
Ingredients, basal o and fat, heart) and fat, heart)
diet ° 19.2 rice 19.2 rice
3.9 gelatine 3.9 gelatine
Pry matter, basal g/kg 368 368
Gross eneray, basal | wy/kg DM 24.6 23.2
Crude prc?teln, basal g/kg DM 411 430
iet
Crude fat, basal diet | g/kg DM 164 149
Crude fibre, basal
diet g/kg DM 6 9
NfE?, basal diet g/kg DM 406 396
Intake basal diet | 9 2O 5.6+0.6 11.3£1.2
g DM/kg
Intake lard BV 1.5+0.9 No lard
Intake mlnerﬁl mg DM/kg 1389 + 35 1357 + 34
supplement BW
VitDs, daily intake, |, . gy 13.940.4 13.6+ 0.4
total ration

@ Nitrogen free extract.
® See Supporting Information: Table S1.
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Table 2. DM intake, digestibility, and faecal DM excretion

Diet Unit N Hi p-values
Total DM intake g DM/kg BW 8.5+0.7 12.6+1.2 0.00005
Faecal DM excretion g/kg BW 1.1+0.3 1.7+0.2 0.00005
Apparent DM digestibility % 87+3 87+2 0.39
Apparent energy digestibility % 94 +£2 93+1 0.31
Ca intake mg/kg BW 226 +6 226 +6 0.25
Faecal Ca excretion mg/kg BW 185+ 34 23322 0.00119
Apparently digested Ca mg/kg BW 4132 -8+21 0.001
Apparent Ca digestibility % 18+ 15 -39 0.0015
P intake mg/kg BW 172+6 168+7 0.00012
Ca/P in diet a/g 1.32/1 1.35/1 -
Faecal P excretion mg/kg BW 99 +23 127 £12 0.00212
Apparently digested P mg/kg BW 73+20 41+ 11 0.0013
Apparent P digestibility % 43+12 24+6 0.00185

Abbreviation: DM, dry matter.
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Table S1. Composition of mineral supplement [% dry matter]

Additive N HI

CaHPO4 * 2H,0 64.531 54.986
CaCOs 2.043 10.281

CaCl; + 2H.0 2.500 0.000
NaCl 2.993 3.316

KCI 8.581 4.321

MgO 1.136 0.158

KJ 0.002 0.002

MnSO; + H20 0.020 0.014
C4H2FeOs 0.081 0.000
ZnSO4+ 7H0 0.334 0.297
(CH3COO)2Cu + H20 0.023 0.016
Na:SeOs3 + 5H.0 0.002 0.000
Vit. A 1.000.000 I.E./g 0.007 0.007
Vit D3 500.000 I.E./g 0.002 0.002
Vit E 50 % 0.087 0.087

Vit B1 98 % 0.003 0.003

Vit B2 80 % 0.009 0.009

Vit Bs 99 % 0.002 0.002

Vit B12 0.1 % 0.050 0.050
Niacin 100 % 0.025 0.025
Choline 50 % 4.864 4.864
Ca-Pantothenic Acid 0.023 0.023
Starch 12.682 21.537
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Figure 1. Faecal calcium (Ca) excretion vs. faecal dry matter (DM) excretion in eight dogs

fed different amounts of DM
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fed different amounts of DM
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different amounts of dry matter
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Abstract

The present study aimed to investigate the effect of the combination of a water-soluble calcium
(Ca) source (CaCl,) with a water-soluble phosphorus (P) source (NaH.PO4*2H,0, diet soluble,
SOL) in comparison to a water-insoluble P source (CaHPO4*2H,0, diet insoluble, INS) on
apparent digestibility and renal excretion of Ca and P in dogs. The Ca intake was 226 mg/kg
bodyweight (bw), the Ca/P ratio 1.9/1 in SOL and 2.0/1 in INS. The percentage of Ca from
CaCl; was 60% in SOL and 33% in INS. Eight adult Foxhound-crossbred dogs FBI, (3-5 years,
bw 24-32 kg) were available. Standard digestion trials were carried out (10 days adaptation,
5 days total faecal collection). Spontaneously excreted urine was collected pre- and
postprandially. In vitro water solubility of P in the mineral premixes was determined. The Ca
digestibility was negative in both trials without significant differences between the groups.
Apparent P digestibility was increased in group SOL (26% vs. 20% in INS). In both groups, P
content in urine was higher pre- compared to postprandial, with higher concentrations in group
SOL. The same was true for the P/Crea ratio. The water solubility of P in the mineral premixes
used in the trials showed considerable differences: The P in premix INS was insoluble in water
after 1 and after 90 min. By contrast, the P in the premix SOL was highly soluble (98%) after
1 minute. After 90 min, however, the P solubility decreased to 43%, suggesting the formation
of insoluble CaP salts, presumably from CaCl; and NaH:PO.,*2H,0. In conclusion, in the
present study, apparent Ca digestibility in dogs was not affected by the solubility of Ca and P,

while P digestibility and renal P excretion increased.
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1 Introduction

Knowledge of dietary phosphorus (P) and calcium (Ca) availability is important for factorial
calculation of requirements (Boswald et al., 2019) aiming for a sufficient supply without
deficient or excessive intake. The latter is especially relevant to avoid adverse health effects
caused by highly available P salts on renal, cardiovascular, and skeletal health in cats and
dogs (Coltherd et al., 2019; Dobenecker et al., 2021a, 2021b; 2018).

The present study targeted the effects of either a highly water soluble or an insoluble P source
in combination with partial exchange of common dietary Ca sources with soluble Ca chloride
on the mineral balance. The hypothesis was that apparent digestibility of Ca and P as well as

the renal excretion of P increases, when both minerals are given in a water-soluble form.

42



4. Publikationen

2 Animals, Material and Methods

For the study eight adult dogs (Foxhound-crossbred, FBI, 3-5 years, 24-32 kg bodyweight
(bw), five females, two neutered males, one intact male) were available. Digestion trials were
carried out applying standard procedure: 3 days dietary change to test diet, 10 days adaptation,
5 days digestibility trial, individual feeding of one apportioned daily meal, individual housing for
total faecal collection during digestibility trial, water ad libitum). In the first trial (insoluble, INS),
the majority of Ca originated from CaHPO4*2H>0 (60%) and CaCl,*2H,0 (33%) with less than
1% from raw materials (Tables 1 and 2). CaHPO4*2H,O was used as inorganic P source
because of its low solubility. After a>2-week wash-out period with commercial dry
maintenance dog food, a higher percentage of soluble Ca source (60% CaClz, 39% CaCOs3)
was combined with a highly water-soluble P source (NaH2PO4*2H,0) to create diet soluble
(SOL).

To prevent weight loss, lard was given to those dogs with an energy requirement above the
energy content of the basal diet. The mineral and vitamin premix were apportioned according
to bw and added separately to the daily ration of each individual. This ensured identical mineral
intake, with neglectable differences in mineral concentrations of the test diets for each dog.
Both mineral supplements were tested for water-soluble P by the method of Lineva et al. (2019)

after the experiments because of unexpected results.

The dogs' faeces were lyophilised and ground after quantitative collection. After wet ashing,
flame photometry was applied to determine Ca; P determination was carried out by photometry
with ammonium molybdate and ammonium vanadate in HNO3; (GENESYS 10 UV, Thermo
Spectronic, Rochester, NY, USA). Apparent digestibility (aD%) was calculated as follows:
aD% = (Nutrient intake—faecal nutrient excretion)/nutrient intake *100. The Ca/P ratio of food
and faeces was calculated. The difference between the Ca/P ratios in food and faeces (A) was

calculated as follows: Ca/P in food—Ca/P in faeces.

Dietary cation-anion-balance (DCAB) was calculated using dm content of the minerals Ca,
magnesium (Mg), sodium (Na), potassium (K), P, sulfur (S) and chloride (Cl) in the diet: DCAB
(mmol/100 g dm) =49.9*Ca + 82.3*Mg* + 43.5*Na + 25.6"K—64.6*P—62.4*S—-28.2*Cl. The
factor for S was calculated according to atomic weight and valence. (Behnsen, 1992; Kienzle
et al., 1991; Kienzle & Wilms-Eilers, 1994).

A quantitative collection of urine was not conducted due to ethical reasons. Spontaneous urine
was caught ~2-h preprandial and ~2-hours postprandial while walking the dogs individually.
Urine samples were pooled and analysed for total P and creatinine (Crea), with the latter one
using the Jaffé method (MicroVue Creatinine Assay Kit, Quidel Corporation, reader: Sunrise

Tecan).
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The Shakiro-Wilk normality test was used to assess the distribution of all means. Normally
distributed means were compared by paired t-test if applicable or Student's test. If data were
not normally distributed, Welch t-test (urine parameters) was used for comparison. Urine
parameters which were sampled both pre- and postprandially in each group, were compared
using a TWO WAY ANOVA with Mann—Whitney Rank Sum test as post hoc test. p <0.05 was
considered significant. The software SigmaPlot 12.5 (Systat Software GmbH) was used for

statistical analysis.

The authors confirm that the ethical policies of the journal, as noted on the journal's author
guidelines page, have been adhered to and the appropriate ethical review committee approval
has been received. The authors confirm that they have followed EU standards for the
protection of animals used for scientific purposes. All procedures and protocols were
conducted in accordance with the European guidelines of the Protection of Animals Act. The
study was approved by the responsible animal protection officer of the Faculty of Veterinary
Medicine of the Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen, as well as the Government of Upper
Bavaria (reference number 55.2-1-54-2532-202-2016).
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3 Results

Throughout the study, all animals remained healthy. Dry matter (dm) intake, apparent dm
digestibility, and energy digestibility are given in Table 3. The apparent Ca digestibility was
negative in both trials (Table 3) without statistical differences. The same applies to the
apparently digested Ca. There was a negligible difference in the P intake (1.7%) between both
trials (Table 3). The apparent P digestibility was overall moderate, but significantly higher in
diet SOL (p=0.011); the same was true for the apparently digested P (p = 0.008). This resulted
in a significant difference in the faecal Ca/P ratio. The same was true for delta (Table 3). The
regression between faecal Ca and P excretion is given in Figure 1. The relationship was very

close in group INS and practically lost in group SOL.

In both diets, the P content in the urine was higher before than after feeding (Table 4). It was
higher in group SOL throughout, leading to a significant interaction (Table 4). The urinary Crea
content depended on time of sampling and diet (Table 4), with a significant interaction. In
principle, it was higher in preprandial samples; the same was true for the P/Crea ratio (Table 4).
Urinary Ca content was not affected by the diet (Table 4). The Ca/Crea ratio as well as the
urinary pH was lower before than after feeding in both trials (Table 4). Diet SOL with higher

amounts of CaCl; reduced the urinary pH both pre- and postprandial.

The in vitro water solubility of the mineral supplements used in the trials showed considerable
differences: INS was insoluble in water after 1 and after 90 min while SOL showed a high
percentage of P soluble after 1 min (98%). After 90 min, however, the P solubility decreased
to 43%.
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4 Discussion

In the present study, the apparent Ca digestibility of diet SOL containing soluble Ca and P
sources did not differ significantly from diet INS with mostly insoluble Ca and P sources. This
confirms previous results on uniformity of Ca digestibility in dogs, which appears to be rather
independent of the Ca source (Boéswald et al., 2018; Mack et al., 2015).

The study of Schiinemann et al. (1989) suggests that in dogs the main site of Ca absorption is
the large intestine. It is quite likely that by the time the Ca reaches the large intestine, it is no
longer water-soluble CaCl,. There may be a falling-out of low water-soluble Ca salts such as

CaCOs, CaHPO.. This would explain that there is no difference between Ca sources.

Ca content as well as Ca/Crea in the urine was unaffected by diet. There was, however, an
effect of time after feeding on the Ca/Crea ratio as well as the urinary pH. It is known that
during metabolic acidosis the renal Ca excretion increases (Alexander et al., 2016). In the
present study, the postprandial urinary pH was always lower after feeding SOL, thus reflecting
the intake of acidifying salts such as CaCl., which also confirms previous studies in dogs
(Behnsen, 1992).

There was a clear-cut effect of urinary pH on the urinary Ca/Crea coefficient, which was
independent of the feeding. Especially when the pH was below 5, the Ca/Crea coefficient was
significantly increased (Figure 2). According to Alexander et al. (2016), the increase of renal
Ca excretion during acidosis is due to Ca mobilisation from the skeleton. This would explain
why there was no specific effect of the diet apart from the effect of urinary pH. It also agrees

with the negative Ca balance in both trials.

On the contrary to the Ca excretion, P excretion was affected significantly by diet composition.
Apparent P digestibility increased significantly when feeding more soluble Ca and P sources
(SOL). The same was true for the preprandial urinary P concentration as well as the P/Crea
(Table 4), which suggests an increase in fractional as well as absolute renal P excretion in
group SOL. This increases the P load per nephron, which is an important determinant of P

nephrotoxicity (Haut et al., 1980).

Compared to previous studies on canine P excretion (Dobenecker et al., 2021a, 2021b;
Herbst, 2021), the statistically significant increase in apparent digestibility and renal P
excretion was relatively small. Given the statistical significance of the difference in P
digestibility the smaller increase of digestibility compared to previous studies is unlikely to be
related to the number of animals in the trials. A number of 8 is more than enough to find
differences in apparent digestibility of major minerals. This has been shown in previous studies
(Dobenecker et al., 2021b).
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The decrease of solubility of P from the premix SOL after 90 min in water, might help to explain
the difference to previous studies. If both minerals are given in a highly soluble form, it is
possible that they form more or less water-insoluble complexes such as CaHPO. which are
then precipitated and less available. The same thing might happen during the passage of the
food through the gastrointestinal tract. There may be other factors such as breed differences
as well. Kiefer-Hecker et al. (2018) demonstrated a difference of the Ca and P excretion
between growing beagles and FBI dogs. Even so in the present study in the diet containing
soluble inorganic P, faecal P excretion in relation to faecal Ca excretion was decreased. Given
the close connection between these two minerals this is likely to have metabolic

consequences.

In summary, Ca excretion in dogs is rather unaffected by Ca source, whereas P excretion can

be influenced considerably by P source and/or Ca source.
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Table 1. Diet composition and food intake (mean + standard deviation) in group insoluble

(INS) and soluble (SOL).

Diet Unit INS SOL
Inaredients 76.92 pork (rump with rind 76.92 pork (rump with rind
bgasal diet’ % and fat, heart) 19.23 rice and fat, heart) 19.23 rice
3.85 gelatine 3.85 gelatine
Dry matter a/kg 391 391
Gross energy Mc\jJI{rl](g 23.5 23.5
Crude protein gékg 398 398
m
Crude fat gkg 163 163
m
Crude fibre g/kg 7 7
dm
NIfE gékg 416 416
m
g
Intake diet dm/kg 5.7+0.6 57+0.6
bw
g
Intake lard dm/kg 2.3+0.7 29+0.9
bw
. mg
Intake mineral |, 5 1259 +29 1718 + 41
supplementa bw
Vit D3, daily
intake, total '%&9 145+04 14.6+0.4
ration

@ Composition see Table 2.
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Abbreviations: bw, bodyweight; dm, dry matter; NfE, nitrogen-free extract; Vit D3, Vitamin Ds.
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Table 2. Composition of mineral premix (% dry matter) in group insoluble (INS) and soluble
(SOL).

Additive INS SOL
CaHPO4*2H,0 42.064 0.000
CaCO3 0.000 14.289
CaCl,*2H20 21.754 29.440
NaH2PO4*2H,0 0.000 29.498
NaCl 3.660 0.000

KCI 12.871 9.312

MgO 0.984 0.684

KJ 0.002 0.001
MnSO4*H.0 0.023 0.017
ZnS0O4*7H0 0.369 0.304
(CH3COO0)2Cu*H20 0.023 0.019
Na;SeO3*5H,0 0.002 0.001
Vit. A 1.000.000 IU/g 0.008 0.006
Vit. D3 500.000 1U/g 0.002 0.002
Vit. E 50% 0.096 0.071

Vit. B1 98% 0.004 0.003

Vit. B2 80% 0.010 0.008

Vit. Bs 99% 0.002 0.002

Vit. B12 0,1% 0.055 0.041
Niacin 100% 0.028 0.020
Choline 50% 5.366 3.993
Ca-Pantothenic acid 0.025 0.019
Starch 12.652 12.368

51



4. Publikationen

Table 3. Intake, apparent digestibility, and faecal excretion of dry matter, calcium and
phosphorus, dietary cation-anion-balance (mean + standard deviation) in group insoluble

(INS) and soluble (SOL).

Diet Unit INS SOL p-values
Total dm intake g dm/kg bw 9.2+0.8 | 10.3+£1.0 0.0012**
Faecal dm excretion g/kg bw 14+0.2 1.7+04 0.023*
Apparent dm digestibility % 855 833
Apparent energy digestibility % 93+2 92+2 0.028*
Ca intake mg/kg bw 2265 2266
Soluble Ca % of Ca intake 33 60
Faecal Ca excretion mg/kg bw 24050 259+ 51
Apparently digested Ca mg/kg bw -4+18 -33+147
Apparent Ca digestibility % -2+8 -14+20
P intake mg/kg bw 11514 117 4 <0.0001***
Soluble P % of P intake 0 84
Faecal P excretion mg/kg bw 93+8 87+10 0.0028*
Apparently digested P mg/kg bw 22+6 308 0.008**
Apparent P digestibility % 20+6 2617 0.011*
Cal/P total diet 20 1.9
Cal/P faeces 25+01 3.0+£0.5 0.023*
A Ca/P total diet — Ca/P faeces -0.5+01 | -1.1+£05 0.018*
Dietary cation-anion-balance mmol/kg dm -80+21 -53+18

Abbreviations: bw, bodyweight; Ca, calcium; dm, dry matter; P, phosphorus.

* Significant (p <0.05).
** Highly significant (p <0.01).

*** Very highly significant (p <0.001).
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Table 4. Urinary pH and concentration of creatinine, calcium, and phosphorus

(mean * standard deviation) in group insoluble (INS) and soluble (SOL).

Parameter INS SOL
Time of sampling Unit | Preprandial | Postprandial | Preprandial | Postprandial
5.8+0.2 54+0.3 52+0.2 49+0.3
pH?
n=25 n=27 n=28 n=31
11.5+3.0 8.0+3.1 13.3+5.3 71125
Crea®° mmol/L
n=25 n=28 (9) n=29 (1) n=33 (10)
26+1.6 3.0+1.5 28+14 29+1.2
Ca mmol/L
n=25(4) n=27 (5) n=27 n=33(1)
31.7+14.5 55+2.0 47.7+27.3 7.0+47
pabe mmol/L
n=23 n=28 (23) n=29 n=34 (22)
0.2+01 0.4+0.2 0.2+01 0.4+0.2
Ca/Crea?
n=25 n=27 n=27 n=33
27+1.0 0.8+0.3 3.7+14 0.1+0.8
P/Crea®®
n=23 n=28 n=29 n=33

Abbreviations: Ca, calcium; crea, creatinine; n, number of samples; P, phosphorus; (number
of values below detection limit in brackets).

a Significant difference between times of sampling within group.

b Significant difference between groups.
¢ Significant interaction.
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Figure 1. Regression between faecal Ca-excretion and faecal P-excretion in group (INS e —
; ¥=0.3755% +6.5598, R?=0.9036) and group (SOL o ~; y=0.1211x + 55.423, R?2=0.3676).
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Figure 2. Boxplots (median, 25/75% and 5/95%, outliers) of the ratio of Ca/Crea in urine

(mmol/L) in relation to urinary pH. Medians not sharing a superscript letter are significantly
different.
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5. WEITERE UNTERSUCHUNGEN

Im Rahmen der Dissertation wurden zwei weitere Versuchsdurchgange durchgefiihrt, einer mit
Natriumbicarbonat (NABIC) und einer mit Natriumchlorid (NACL). Des Weiteren wurde in
diesem Rahmen bei den lbrigen Versuchsdurchgangen die Verdaulichkeit von Na und K
ermittelt. Allerdings waren die erhobenen Daten teils unvollstandig, z.B. wurde nicht immer
Urin gesammelt. Auerdem hatte die Bestimmung der Werte zum Calciumstoffwechsel
Prioritat. Aus diesem Grund eigneten sich diese Daten wenig zur Verdéffentlichung. Sie werden
in dieser Dissertation jedoch trotzdem prasentiert, da sie fur weitere Untersuchungen

Grundlagen und Anregungen geben kénnen.

Die Daten zur renalen Calciumausscheidung wurde im ersten Paper nicht mitveréffentlicht, da
sich diese Publikation rein auf die Verdaulichkeit von Calcium bezog. Als Grundlage flir weitere

Untersuchungen werden sie im Folgenden ebenfalls prasentiert.

5.1 Material & Methoden

Acht adulte Foxhound-Boehringer-Ingelheim Hunde (FBI) zwischen drei und funf Jahren mit
24-32 kg Korpergewicht standen fiir die Versuchsdurchgange zur Verfiigung. Dabei handelte

es sich um funf intakte Hindinnen, zwei kastrierte und einen intakten Riden.

Der flnftadgigen Bilanzphase gingen jeweils eine dreitdgige Futterumstellungs- sowie eine
zehntagige Adaptionsphase voraus. Die Futterzuteilung erfolgte individuell einmal taglich,
zuvor wurde das Basisfutter jedes Hundes mit der individuell passenden Menge Mineral-
Vitamin-Mix und Schweineschmalz vermischt, um eine exakte Energie- und
Nahrstoffaufnahme sicherzustellen. Die Zusammensetzung der Rationen ist in Tabelle 1 und

die Mischung der Mineral-Vitamin-Mixe ist in Tabelle 2 gegeben.

Im Mineral-Vitamin-Mix von Durchgang NACL wurde ausschlieBlich CaHPO, als
Calciumquelle verwendet (66 % in der Trockensubstanz der Mischung). In Durchgang NABIC
kam neben CaHPO, (57 % in der Trockensubstanz der Mischung) eine kleine Menge CaCOs
(4 % in der Trockensubstanz der Mischung) zum Einsatz, um ein Calcium-Phosphor-Verhaltnis
von 1,4:1 in beiden Durchgangen bei exakt gleicher Calciumaufnahme zu erreichen. Im
Durchgang NACL wurde die Ration jedes Hundes auf3erdem mithilfe von NaCl (Natriumgehalt
38 %, s. Tabelle 1) erganzt, um eine vergleichbare hohe Natriumaufnahme wie im Durchgang
NABIC zu erhalten, dessen Mineral-Vitamin-Mix 23 % NaHCOs3 (Natriumgehalt 27 %) zur
Alkalisierung der Ration enthielt (Tabelle 2).

Wasser stand immer ad libitum zur Verfigung. Zwischen den Versuchsdurchgangen erhielten

die Hunde kommerzielles Trockenfutter.
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Tabelle 1. Versuchsrationen der Durchgéange NABIC und NACL

NABIC

NACL

76,92 Schwein
(Hufte mit Schwarte

76,92 Schwein
(Hufte mit Schwarte

Aufnahme, gesamte Ration

Zusa;;;z?li(ta:ung, % und Fett, Herz) und Fett, Herz)
19,23 Reis 19,23 Reis
3,85 Gelatine 3,85 Gelatine
Trockensubstanz,
Basisfutter g/kg 391 368
Bruttoenergiegehalt,
Basisfutter MJ/kg TS 23,5 24,6
Rohprotein, Basisfutter gkg TS 398 411
Rohfett, Basisfutter g/kg TS 163 164
Rohfaser, Basisfutter g/kg TS 7 6
NfE, Basisfutter g/kg TS 416 406
Aufnahme Basisfutter g TS/kg KM 57+0,6 56+0,5
Aufnahme Schmalz g TS/kg KM 39+1,0 2,3+0,7
Aufnahme Nineral-Vitamin- | g Ts/kg KM 1348 + 32 1219 + 28
% des
CaHPO4 * 2H,0 Mineral- 57 66
Vitamin-Mix"
Aufnahme NaCl;
(Natriumgehalt 38 %) mg TS/kg KM 0 198 £ 17
Aufnahme NaHCOs*;
(Natriumgehalt 27 %) mg TS/kg KM 310 +7 0
Vitamin Ds, tagliche IU/kg KM 11,8+ 0,4 152+ 0.4

*aus Mineral-Vitamin-Mix

) Zusammensetzung Mineral-Vitamin-Mixe s. Tabelle 2
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Tabelle 2. Zusammensetzung der Mineral-Vitamin-Mixe (%) der Durchgange NABIC und
NACL

NABIC NACL
CaHPO4 * 2H20 % 57,292 66,313
CaCOs % 3,815 0,000
CaCl; + 2H.0 % 0,000 0,000
NaHCOs % 23,000 0,000
NaCl % 0,000 0,000*

KCI % 9,806 9,889

MgO % 0,916 0,960

KJ % 0,001 0,021
C4H2FeOs % 0,051 0,111
MnSO4 + H20 % 0,016 0,026
ZnS0O,4 + 7TH0 % 0,316 0,432
(CH3C0OO0)2Cu + H20 % 0,019 0,028
Na:SeOs3 + 5H.0 % 0,001 0,002
Vit. A 1.000.000 IE/g % 0,006 0,009
Vit D3 500.000 IE/g % 0,002 0,000
Vit D3 100.000 IE/g % 0,000 0,012
Vit E 50 % % 0,073 0,104

Vit B1 98 % % 0,003 0,004

Vit B2 80 % % 0,008 0,011

Vit Bs 99 % % 0,002 0,003

Vit B12 0,1 % % 0,042 0,060
Niacin 100 % % 0,021 0,030
Cholin 50 % % 4,088 5,820
Ca-Pantothenat % 0,019 0,028
Starke % 0,503 16,137

*NaCl wurde separat erganzt (s. Tabelle 1)
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Wahrend der Bilanzphasen wurden die Hunde zur quantitativen Kotsammlung Uber funf Tage
in Einzelzwingern gehalten, in den Phasen davor und danach hatten sie taglichen
Gruppenauslauf fir mindestens sechs Stunden. In den Bilanzphasen wurden alle Hunde
mindestens zweimal taglich an der Leine spazieren geflihrt. Dabei wurde rund zwei Stunden
praprandial sowie mindestens zwei Stunden postprandial der von den Hunden abgesetzte
Spontanurin mit Probebechern aufgefangen. Im Versuchsdurchgang NACL wurden keine

Urinproben gewonnen.

Der gesammelte Kot wurde Iyophilisiert und gemahlen. Die Urinproben wurden
zusammengefuhrt. Zur Bestimmung der Mengenelemente wurden die Proben nass verascht.
Calcium, Natrium und Kalium wurden via Flammenphotometrie (Eppendorf EFOX 5033, HJG
Spezialmesssysteme, Deutschland) und Phosphor via Vanadat-Molybdat-Methode, modifiziert
nach Gericke und Kurmies (Gericke & Kurmies, 1952), im Photometer (GENESYS 10 UV,
Thermo Spectronic, Rochester, NY, USA) bestimmt. Creatinin wurde im Urin mit der Jaffé-
Methode analysiert (MicroVue Creatinine Assay Kit, Quidel Corporation, reader: Sunrise

Tecan).
Die scheinbare Verdaulichkeit (sV %) wurde mit folgender Formel berechnet:

(Nahrstof faufnahme — faecale Nahrstof fausscheidung)
X

V% =
sV'% Nahrstof faufnahme

100

Die Kationen-Anionen-Bilanz wurde mit folgender Formel berechnet:

KB (mmol/, o g rs)

= 499xCa + 823xMg + 43,5xNa + 256 xK — 646 xP — 624xS
— 28,2xCl

Der Faktor fir S wurde anhand des atomaren Gewichts und der Valenz bestimmt. (Behnsen,
1992; Kienzle et al., 1991; Kienzle & Wilms-Eilers, 1994)

Die Parameter im Kot wurden mit paarigem T-Test verglichen. Eine statistische Auswertung

der unvollstandig erfassten Urinparameter erschien nicht zielfihrend.

p-Werte <0.05 wurden als signifikant erachtet. Fur die statistische Auswertung wurde die

Software SigmaPlot 12.5 (Systat Software GmbH) genutzt.
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5.2 Ergebnisse

Die faecale Ausscheidung und scheinbare Verdaulichkeit fir Trockensubstanz, Calcium,

Phosphor, Natrium und Kalium sowie die scheinbare Energieverdaulichkeit und Kationen-

Anionen-Bilanz in den Durchgéngen NABIC und NACL sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3. Aufnahme, faecale Ausscheidung, scheinbare Verdaulichkeit und Kationen-
Anionen-Bilanz der Durchgange NABIC und NACL

TS

NABIC NACL p-Wert
Trockensubstanzaufnahme g TS/kg 11,0£09 | 93408 0,00002
gesamt KM
Faecale
Trockensubstanzausscheidung g/kg KM 1.7£05 1404 0.2
Scheinbare o
Trockensubstanzverdaulichkeit o 85+4 855 0.9
Scheinbare o
Energieverdaulichkeit % 9313 93+3 0.8
Calciumaufnahme mg/kg KM 226+ 6 2265 0,2
Faecale Calciumausscheidung | mg/kg KM 240 £ 50 207 £ 45 0,06
Scheinbar verdautes Calcium | mg/kg KM -14 + 48 19142 0,08
Scheinbare o
Calciumverdaulichkeit o 621 9+ 19 0,08
Phosphoraufnahme mg/kg KM 156 £ 5 164 £ 5 0,0000000001
Faecale
Phosphorausscheidung mg/kg KM 113+ 18 106 £ 22 0,3
Scheinbar verdauter Phosphor | mg/kg KM 43 + 14 58 £ 19 0,05
Scheinbare o
Phosphorverdaulichkeit % 2810 3512 0,08
Calcium-Phosphor-Verhditnis 14+0,01 |1,4£0,01 | 0,000000000001
gesamte Ration
Natriumaufnahme mg/kg KM 8812 8517 0,1
Faecale Natriumausscheidung | mg/kg KM 6+3 4+2 0,1
Scheinbar verdautes Natrium | mg/kg KM 82+3 817 0,6
Scheinbare o
Natriumverdaulichkeit % B3 B2 0.1
Kaliumaufnahme mg/kg KM 91+4 86+3 0,0000001
Faecale Kaliumausscheidung | mg/kg KM 512 4+2 0,6
Scheinbar verdautes Kalium mg/kg KM 86+ 4 8214 0,008
Scheinbare o
Kaliumverdaulichkeit o 9B +2 9B +2 0.5
Kationen-Anionen-Bilanz mmol/kg 497 £ 43 114 £ 18 0,0000002
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Die Mittelwerte der Aufnahme, faecalen Ausscheidung und scheinbaren Verdaulichkeit von

Natrium und Kalium sowie die Kationen-Anionen-Bilanz der Durchgange N, HI, INS und SOL

sind in Tabelle 4 gegeben.

Die Ergebnisse der Urinproben der Durchgange N, HI und NABIC sind in Tabelle 5 gegeben.

Tabelle 4. Aufnahme, faecale Ausscheidung, scheinbare Verdaulichkeit von Natrium und
Kalium und Kationen-Anionen-Bilanz der Durchgange N, HI, INS und SOL

N HI INS SOL
Natriumaufnahme mg/kg KM 180 22+0 22 +1 782
Faecale
Natriumausscheidung mg/kg KM 41 St 3t 6x2
Scheinbar verdautes | oo kM | 14+1 | 171 | 201 7342
Natrium
Scheinbare o
Natriumverdaulichkeit & 796 79£6 89+3 932
Kaliumaufnahme mg/kg KM 83+4 81+6 85+2 86 +2
Faecale
Kaliumausscheidung mg/kg KM 2¢1 T2 4x2 61
Scheinbar verdautes mgkg KM | 81+4 | 75+6 | 81+3 | 81%2
Kalium
Scheinbare o
Kaliumverdaulichkeit % 1 | 92x2 ] 952 | 94:f
Kationen-Anionen-Bilanz | mmol/kg TS | -33+16 | 13+ 21 -80 £ 21 -53+ 18
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Tabelle 5. Urinparameter (pH, Creatinin, Calcium und Phosphor) der Versuchsdurchgange

N, HI & NABIC
N HI NABIC
Zeitpunkt praprandial postprandial praprandial postprandial praprandial postprandial
57 6,2 5,4 7,0 6.0 8.4
+0,5 +1,0 +04 +0,7 +04 +0.3
pH
n=23 n=25 n=27 n=29 n=26 n=29
18,3 7,9 9,2 9,5 17.7 5.8
+92 +53 + 3,2 +5,1 +75 +26
Creatinin mmol/l
n=23 n=25 n=24 n=29 n=25 n=29
(12) (8) (12)
1,8 1,1 0,9 0,4 1.1 0.7
+1,6 +0,8 +0,5 +0,2 +04 +04
Calcium mmol/l
n=22 n=25 n=27 n=29 n=25 n=29
(11) (16) (18) (29) (14) (27)
0,1 0,1 0,1 0,0 0.07 0.12
Calcium/ +0,1 +0,1 +0,0 +0,0 +0.03 +0.05
Creatinin
n=22 n=25 n=24 n=29 n=25 n=29
62,1 8,4 34,4 18,1 82.1 7.9
+ 26,1 +6,9 + 16,4 + 15,1 +44.0 +73
Phosphor | mmol/I
n=20 n=22 n=25 n=29 n=25 n=28
9) (11) (16)
42 1,2 3,6 1,9 55 1.3
Phosphor/ +1,9 +1,0 +1,5 +1,1 +34 +0.9
Creatinin
n=20 n=22 n=24 n=29 n=25 n=28

n = Anzahl der Stichproben; Nummern in Klammern geben die Anzahl der Werte unter der

Nachweisgrenze an
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6. DISKUSSION

6.1 Kritik der Methoden
6.1.1 Anzahl und Wahl der Versuchstiere

Bei den acht fur die Versuchsdurchgange verfugbaren Foxhound-Bdhringer-Ingelheim
Hunden (FBI) handelte es sich in allen Versuchsdurchgangen um dieselben Individuen,
wodurch trotz der geringen Anzahl der Versuchstiere eine gute Vergleichbarkeit der Daten
gegeben ist. Die Anzahl von acht Tieren liegt Uber den Richtlinien der FEDIAF zur
Durchfiihrung von Verdauungsversuchen, die mindestens sechs adulte Tiere vorsieht
(FEDIAF 2024). Bei den verwendeten Hunden handelte es sich um funf intakte Hindinnen,
zwei kastrierte Ruden und einen intakten Ruden. Da es beim Hund keine Hinweise auf
geschlechtsspezifische Unterschiede zur Calciumverdaulichkeit gibt, ist die Verwendung von
Individuen unterschiedlichen Geschlechts in Verdauungsversuchen zu Calcium verbreitet (u.a.
Schmitt et al. 2018). Um eine mdglichst hohe Vergleichbarkeit der Rationen gewahrleisten zu
kénnen, wurden Hunde gleicher Rasse und damit ahnlicher Kérpermasse (24-32 kg) und
ahnlichem Bedarf verwendet. Dobenecker et al. (2010) konnten bei der Verfutterung von
Rationen mit hohen Calciumaufnahmen einen Rasseunterschied zwischen FBI-Hunden und
Beagles in Bezug auf die Nahrstoff- und Energieverdaulichkeit beobachten. Die Daten der
vorliegenden Arbeit stammen von FBI-Hunden als Vertreter gro3er Rassen und es lasst sich
nicht ausschlielen, dass Arbeiten an kleineren Hunderassen in Zukunft andere Ergebnisse

zeigen und einen Rasseunterschied bestatigen.
6.1.2 Versuchsaufbau

Bei der Verwendung der gleichen Individuen in allen Durchgangen ware theoretisch denkbar,
dass die Rationen friherer Durchgdnge durch  Anpassungsvorgange der
Verdauungsphysiologie auch spatere Durchgange beeinflussen kénnten. Schmitt et al. (2018)
konnten allerdings keine Anpassungen der Calciumverdaulichkeit selbst bei marginaler
Versorgungslage Uber 28 Wochen beobachten. Da aulerdem zwischen allen
Versuchsdurchgangen der vorliegenden Arbeit eine Wash-Out-Periode von mindestens 14
Tagen eingehalten wurde, alle Hunde sowohl wahrend der Versuchsdurchgange als auch in
den Wash-Out-Perioden nach NRC (2006) bedarfsdeckend mit allen Nahrstoffen versorgt
waren und sich in keinem der Durchgénge ein unerwarteter Einfluss der Rationsgestaltung auf
die Calciumverdaulichkeit gezeigt hat, kann ein solcher Effekt ausgeschlossen werden. Jedem
Bilanzversuch gingen eine dreitdgige Umstellungs- und zehntagige Adaptionsphase voraus,
daher sind auch Effekte des in den Versuchspausen gefitterten kommerziellen Alleinfutters

auf die Calciumverdaulichkeit in den Bilanzphasen nicht anzunehmen. Der angewandte
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Aufbau des Futterungsversuchs wurde in friilheren Arbeiten bereits vielfach erprobt (u.a.
Siedler 2018, Herbst 2021).

6.1.3 Zusammensetzung der Ration

Um eine gréltmogliche Vergleichbarkeit aller Durchgénge zu gewahrleisten, wurde in allen
Versuchsdurchgangen ein Basisfutter mit gleicher Rezeptur verwendet, das aus
Schweinefleisch, Reis und Gelatine bestand. Um bei vergleichbarer
Trockensubstanzaufnahme des Basisfutters den individuellen Energiebedarf jedes einzelnen
Hundes zu decken, wurden individuelle Mengen an Schweineschmalz erganzt. Dadurch
ergaben sich teils hohe prozentuale Rohfettgehalte in einzelnen Rationen und Unterschiede
in der Rohfettaufnahme zwischen den Individuen. Wahrend Dobenecker et al. (2010) an
wachsenden Hunden zeigen konnten, dass sehr hohe Calciumaufnahmen die Fettverdauung
reduzieren koénnen, gibt es umgekehrt beim Hund keine Hinweise darauf, dass der
Rohfettgehalt im Futter Einfluss auf die Calciumverdaulichkeit nimmt (Hallebeek & Hazewinkel
1997, Schmitt 2018). Das lasst sich durch die hohe Fettverdaulichkeit beim Hund erklaren, die
laut NRC (2006) je nach Fettquelle bei bis zu 95 % liegt. Eine relevante Seifenbildung von Fett
und Calcium koénnte daher nur im Dinndarm stattfinden, bevor das Fett verdaut wurde. Die
Calciumabsorption aus dem Verdauungskanal erfolgt beim Hund nach aktueller Studienlage
vor allem im Dickdarm, in den beim Hund kaum unverdautes Fett gelangt. Die hohen
Rohfettgehalte sind in den Versuchsdurchgangen der vorliegenden Arbeit daher kein
potenzieller Storfaktor der Verdaulichkeit und es zeigte sich erwartungsgemafl® keine

systematisch niedrigere Calciumverdaulichkeit bei Individuen mit hoher Fettaufnahme.

Der Calciumgehalt der Versuchsrationen Ubertraf die Versorgungsempfehlung der NRC (2006)
vierfach. Dabei handelt es sich um praxisiibliche Aufnahmen. Eine Uberversorgung in diesem
Maflstab ist auch durch viele kommerzielle Alleinfuttermittel fir Hunde gegeben, wodurch die
Wahl dieses Versorgungslevels mit Calcium einerseits die Praxisbedingungen der Ftterung
vieler privat gehaltener Hunde spiegelt und gleichzeitig sicherstellt, dass der Calciumbedarf
auch bei einer moglichen Unterschatzung des Bedarfs durch NRC (2006) (s. 3.3.1.) gedeckt

ist.

Durch die ausschliel3liche Verwendung nur einer Calciumquelle, z.B. Calciumchlorid (CaCly)
in allen Durchgangen hatte sich eine noch gréfRere Vergleichbarkeit der Versuchsrationen
erreichen lassen. Allerdings hatte das in manchen Durchgangen zu Akzeptanzproblemen des
Futters gefiihrt und die Rationsgestaltung bei bestimmten Vorhaben wie z.B. eine Alkalisierung
der Ration erschwert oder sogar unmdéglich gemacht. Gleichzeitig wurde darauf geachtet, dass
vor allem solche Mineralstoffquellen eingesetzt wurden, die einerseits erprobt sind und
andererseits auch in kommerziellen Futtern vielfach Verwendung finden, um den Praxisbezug

der Untersuchungen nicht aus den Augen zu verlieren. Trotz der unterschiedlichen
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Calciumquellen war die Calciumaufnahme in g/kg KM in allen Versuchsdurchgangen exakt

gleich. Allerdings ergaben sich manchmal nicht ganz ideale Verteilungen auf die Calciumsalze.

Die leichten Schwankungen in der Phosphoraufnahme ergaben sich durch die Verwendung
unterschiedlicher Mineralstoffquellen zur Einstellung der Rationen je nach Zweck des
Durchgangs und teils auch durch chargenbedingte Schwankungen des Calcium-Phosphor-
Verhaltnisses der verwendeten Rohstoffe sowie unterschiedlich hohe mineralische
Verunreinigungen der Mineralrohstoffchargen. Dennoch konnte in allen Rationen das jeweils
angestrebte  Calcium-Phosphor-Verhaltnis  eingehalten  werden, das in allen
Versuchsdurchgangen im Sinne des Tierschutzes zwischen 1,3:1 und 2,0:1 lag und so keinen

Storfaktor der Calciumverdaulichkeit darstellen konnte.

Der Vitamin-D-Bedarf war in allen Rationen und auch zwischen den Durchgangen nach NRC
(2006) gut gedeckt und gleichzeitig in keinem der Durchgange exzessiv, wodurch eine
Beeinflussung des Calciumstoffwechsels durch Fehlversorgungen mit Vitamin D in allen

Durchgangen ausgeschlossen werden kann.
6.1.4 Sammelmethoden

Aus Tierschutzgriinden wurde auf den Einsatz von Stoffwechselkafigen wahrend der jeweils
funftagigen Bilanzphase verzichtet. Dadurch unterliegt die quantitative Kotsammlung einer
gewissen Schwache, da es durch Hineintreten der Hunde in den eigenen Kot oder Kotfressen
zu Verlusten an Probematerial kommen kann. Dem wurde begegnet, indem die Hunde einen
Groliteil des Tages unter strenger Beobachtung standen und Kot aus den Einzelzwingern nach
dem Absetzen so bald wie mdglich und moglichst vollstandig aufgesammelt wurde. Verluste
an Kotmaterial wirden sich in den Ergebnissen au3erdem in ungewoéhnlich hohen scheinbaren

Verdaulichkeiten widerspiegeln, die in keinem der Durchgange beobachtet wurden.

Durch den Verzicht auf Stoffwechselkafige konnten nur kleine Probenvolumina Spontanurin
gewonnen werden, wodurch die taglich ausgeschiedene Urinmenge nicht quantifiziert werden
konnte. Bei allen Proben mit ausreichend grof’em Volumen wurde daher Creatinin bestimmt,
um die renale Ausscheidungsrate von Calcium und Phosphor beurteilen zu kbnnen. AuRerdem
wurde der Urin jeweils morgens vor der Fltterung und ab zwei Stunden nach der Fltterung
aufgefangen, um den Einfluss der Fitterung durch Vergleich der pra- und postprandialen
Proben bestimmen zu kénnen. Insgesamt I1asst sich aber sagen, dass die renale Ausscheidung
von Calcium und Phosphor nicht vollstdndig beurteilt werden kann. Im letzten
Versuchsdurchgang (NACL) wurde kein Urin gesammelt, da eine NaCl-Zulage eine noch
héhere Verdinnung des Urins mit sich bringt und der Phosphorgehalt des Urins bereits in den

anderen Versuchsdurchgangen haufig unter der Nachweisgrenze lag (s. Table 4, Tabelle 5).
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6.2 Interpretation der Ergebnisse
6.2.1 Calciumverdaulichkeit

Die Ergebnisse aller sechs Versuchsdurchgange der vorliegenden Arbeit zeigen bei gleicher
Calciumaufnahme eine enge lineare Beziehung zwischen faecaler Calcium- und
Trockensubstanzausscheidung beim Hund (Abb. 2) und bestatigen damit die Ergebnisse
frGherer Arbeiten beim Fleischfresser (Kienzle et al. 2006, Prola et al. 2009, Kienzle et al.
2017)
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Abbildung 2. Beziehungen zwischen faecaler Trockensubstanzausscheidung (g/kg KM/Tag)
und faecaler Calciumausscheidung (mg/kg KM/Tag), n=48

Faktoren wie der Einsatz unterschiedlicher Calcium- und Phosphorquellen, ein verandertes
Calcium-Phosphor-Verhaltnis (zwischen 1,3 und 2,0), die Natriumaufnahme, die Kationen-
Anionen-Bilanz und die Hohe der individuellen Fettzulage konnten diese lineare Korrelation

nicht storen.

Die Ergebnisse passen zu den Hypothesen, dass die Calciumaufnahme beim Hund wenig von
der Aufnahme in Relation zum Bedarf abhangt (Mack et al. 2015, Béswald et al. 2018, Schmitt
et al. 2018), vermutlich weitgehend passiv und iberwiegend im Dickdarm erfolgt (Schiinemann
et al. 1989).

Dominiert die nicht steuerbare, passive Calciumabsorption aus dem Darm, kann der Hund
einen Mangel an Calcium in der Nahrung nicht Uber eine vermehrte Absorption aus dem

Chymus ausgleichen. Die Arbeit von Schmitt et al. (2018) weist darauf hin, dass der Hund zur
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Aufrechterhaltung der Calcium-Homoostase bei marginaler Calciumversorgung stattdessen

auf den Knochen als Speicher von Calcium zurickgreift.

Dieser Unterschied in der Verdauungsphysiologie zu anderen Tierarten wie z.B. Ratten und
Mausen ergibt bei Beutetierfressern aus evolutionsbiologischer Sicht Sinn. Das Fressen
ganzer Beutetiere zur Deckung des Energie- und Nahrstoffbedarfs bringt bei ausreichender
Nahrungsverfligbarkeit immer auch eine bedarfsdeckende Versorgung mit Calcium mit sich,
da das Benagen und Fressen von Skelettknochen eine hohe Calciumversorgung bedeutet.
Wenn keine Beutetiere vorhanden sind, gibt es in der Natur keine Nahrung und damit auch
kein Calcium fur Fleischfresser. Im Laufe der Evolution hatte die Entwicklung oder
Beibehaltung aktiver, energieverbrauchender Absorptionsmechanismen fur Calcium daher

keinen Sinn fur die Fleischfresser ergeben (Schmitt et al. 2018).

Eine beim Hund weitgehend passive Absorption von Calcium im Dickdarm wirde auch
erklaren, weshalb eine héhere Loslichkeit der Calciumquelle in Kombination mit einer I6slichen
Phosphorquelle in Durchgang SOL keinen Einfluss auf die Calciumverdaulichkeit nahm.
Loslichkeit ist eine Voraussetzung fir die Absorption von Calcium (Bronner & Pansu 1999).
Wenn Calcium beim Hund aber erst im Dickdarm absorbiert wird, ist es moglich, dass sich im
Verlauf des Verdauungstraktes die vorliegende chemische Form des Calciums andern kann,
z.B. durch Interaktion mit anderen lonen. Insbesondere das Ausfallen von Calciumphosphaten
bei der Kombination von Iéslichen Calcium- und Phosphorsalzen ist zu erwarten. Es kdnnte
z.B. Tricalciumphosphat [Ca3(POa4).] ausfallen (Béswald et al. 2018). Eine Verminderung der
Phosphor-Léslichkeit in Wasser nach 90 Minuten konnte fiir den Mineral-Vitamin-Mix des
Durchgangs SOL in vitro nach der Methode von Lineva et al. (2019) nachgewiesen werden,

was flr eine Komplexbildung mit Calcium spricht.

Damit verbleibt neben der H6he der Calciumaufnahme als Einflussfaktor auf die absorbierte
Calciummenge nur noch die faecale Trockensubstanzausscheidung. Diese ist fir die Planung
zukUnftiger Arbeiten ebenso wie fir die Interpretation bestehender Studien zur
Calciumverdaulichkeit beim Hund relevant. So muss bei der Versuchsplanung eine
vergleichbare Trockensubstanzaufnahme und -verdaulichkeit sichergestellt werden, um zu
gewahrleisten, dass beobachtete Unterschiede in der Calciumverdaulichkeit keine Folge einer

unterschiedlichen Trockensubstanzausscheidung sind.

Auch fur die Futterungspraxis hat die lineare Beziehung zwischen Calcium- und
Trockensubstanzverdaulichkeit Bedeutung: Bei der Entwicklung kommerzieller Hundefutter
und im Rahmen der Zusammenstellung selbstgekochter Rationen muss beachtet werden,
dass durch eine Erhéhung der Trockensubstanzausscheidung (z.B. durch einen héheren
Fasergehalt des Futters) eine geringere Calciumverdaulichkeit zu erwarten ist. Das ist

insbesondere dann relevant, wenn der Calciumgehalt des Futters die Versorgungsempfehlung
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nach NRC (2006) nur knapp deckt. Denkbar ware ein solches Szenario z.B. im Rahmen der
Rationsberechnung flr einen Gbergewichtigen Hund, der viel Faser erhalt, flr Arbeitshunde
oder flr laktierende Hindinnen, die extrem viel Futter bendtigen und deshalb auch bei hoher
Trockensubstanzverdaulichkeit eine hohe faecale Trockensubstanzausscheidung aufweisen.
Auch bei Fatterung mit viel pflanzlichem Material, z.B. vegan oder vegetarisch, muss geprtift
werden, ob Uberdurchschnittlich viel Trockensubstanz mit dem Kot ausgeschieden wird. In

diesem Fall kdnnte die Calciumverdaulichkeit reduziert sein.

Unter MaRgabe, dass die Theorie von der lUiberwiegend passiven Absorption von Calcium im
Dickdarm beim Hund zutreffend ist, kdnnen folgende Punkte zu dem Zusammenhang
zwischen faecaler Trockensubstanzausscheidung und faecaler Calciumausscheidung

beitragen:

1. Eine hdhere Trockensubstanzausscheidung ist bei gleichem Wassergehalt des Kotes
und Chymus mit einer héheren Fillung des Dickdarms verbunden. Damit wird der
Anteil des Chymus, der in Kontakt mit der Schleimhaut kommt, zwangslaufig reduziert,
da die relative Oberflache dieses ,Zylinders” mit steigender Gréflke bzw. Fllungsgrad

des Darms sinkt.

2. Eine hdhere Trockensubstanzausscheidung kann, muss aber nicht mit einer kiirzeren
Passagezeit des Dickdarms verbunden sein, was insbesondere bei faserreichem
Material einen zusatzlichen Effekt haben kann. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit

nicht geprift. Trotzdem darf dieser Aspekt nicht véllig aus den Augen verloren werden.

6.2.2 Calcium-Creatinin-Quotient im Urin

Wie in der Literatur beschrieben, gab es sehr wenig Effekte der Rationen auf den Calcium-
Creatinin-Quotienten im Urin (Chen & Neuman 1955). Deutliche Effekte zeigten sich nur, wenn
der Urin-pH unter 5 lag. Es ist bekannt, dass eine metabolische Azidose zur vermehrten
Ausscheidung von Calcium fihrt (Alexander et al. 2016). Hiermit ist auch erklart, warum
oberhalb dieses Wertes keine Effekte des Saure-Basen-Haushalts auf die renale

Ausscheidung mehr auftreten.
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6.2.3 Faecale und renale Phosphorausscheidung

Wahrend sich die Calciumverdaulichkeit in der vorliegenden Arbeit lediglich von der
Trockensubstanzausscheidung  signifikant  beeinflussen lieR, konnte bei der
Phosphorverdaulichkeit auch ein signifikanter Unterschied bei Verwendung unterschiedlich
I6slicher Calcium- und Phosphorquellen beobachtet werden. Im Durchgang SOL war die
Phosphorverdaulichkeit durch Erganzung l6slicher Calcium- und Phosphorquellen (CaCl,,
NaH;PO.) hoéher als bei vorwiegender Verwendung einer weniger l|0slichen Quelle in
Durchgang INS (CaHPO4,).

Im Gegensatz zu Calcium wird Phosphor beim Hund sowohl im Dinndarm als auch im
Dickdarm absorbiert (Schiinemann et al. 1989). Das erklart den beobachteten Unterschied
zwischen I6slichen und unl6slichen Verbindungen in der Phosphorverdaulichkeit im Vergleich

zur Calciumverdaulichkeit hinreichend.

Auch die Phosphorausscheidung Uber die Nieren sowie das Verhaltnis von Phosphor zu
Creatinin  nahmen bei Verfutterung I6slicher Quellen zu. Eine signifikant erhdhte

Phosphorausscheidung konnte vor allem praprandial beobachtet werden.

Im Vergleich zu friheren Studien zur Phosphorverdaulichkeit beim Hund (Dobenecker et al.
2021a, 2021b, Herbst 2021) waren die beobachteten Effekte der I6slichen Phosphorquelle auf
faecale und renale Phosphorausscheidung in der vorliegenden Arbeit geringer. Die sinkende
Phosphorldslichkeit in vitro nach 90 min in Wasser des im Durchgang SOL verwendeten
Mineral-Vitamin-Mixes konnte diesen geringeren Effekt erklaren, da die Reaktion der 16slichen
Calcium- und Phosphorquellen zu einer weniger l6slichen Calcium-Phosphor-Verbindung

bereits im Futter sowie im Laufe der Darmpassage in vivo denkbar ist.

Pastoor et al. (1994) beobachteten bei Katzen, die als Phosphorquelle NaH;PO. erhielten,
einen Rickgang der renalen Phosphorausscheidung, wenn CaCOs; teilweise durch CaCl;

ersetzt wurde. Dies bestatigt die eigenen Ergebnisse.

Die Ergebnisse der Urinparameter der Durchgange N, HI und NABIC zeigen ebenfalls eine
héhere Phosphorausscheidung praprandial im Vergleich zu postprandial. Am hdchsten lag die
praprandiale Phosphorausscheidung in Durchgang NABIC. Es bleibt unklar, welcher
physiologische Regulationsmechanismus diese deutliche Erhdhung der quantitativen
Phosphorausscheidung bedingt, denkbar ware aber z.B. eine Hemmung der Natrium-
Phosphor-Co-Transporter (NaPi-lla, NaPi-lic) in der Niere zur Steuerung der Phosphor-
Homobostase (Murer et al. 2004), mdglicherweise infolge der postprandialen verstarkten
Alkalisierung durch den Einsatz von NaHCOs;. Beim Hund kommt es physiologisch immer zu
einer leichten postprandialen Alkalisierung infolge der vermehrten Magensaurebildung
(Langbroek et al. 1990). Diese Alkalisierung hat sich in der vorliegenden Arbeit postprandial
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auch im pH-Wert des Urins widergespiegelt. Sofern eine Ausscheidung alkalisierender
Komponenten wie Natrium oder Kalium postprandial als Reaktion auf die verfitterte Kationen-
Anionen-Bilanz folgt, konnte das durch eine Wirkung auf Co-Transporter auch die
Phosphorausscheidung beeinflussen. Die praprandial héheren Phosphorwerte im Urin
kénnten auf eine circadiane bzw. prandiale Rhythmik der Phosphorausscheidung

zurlickzufuihren sein. Méglich sind auch Verzégerungen der Phosphorausscheidung.

Da der Phosphatstoffwechsel nicht Fragestellung der vorliegenden Arbeit war und die
Phosphoraufnahmen der Rationen daher einer geringeren Vergleichbarkeit als die
Calciumaufnahmen unterliegen, koénnen keine konkreten Schlisse auf den
Phosphorstoffwechsel des Hundes gezogen werden. Dass Effekte insbesondere durch die
Loslichkeit der Phosphorquelle beobachtet wurden, bestétigt jedoch Ergebnisse friherer
Untersuchungen beim Hund (Dobenecker et al. 2021a, 2021b, Herbst 2021). Eine denkbare
Konsequenz fiur die Futterungspraxis dieser Beobachtungen ware, in Hinblick auf die
Nierengesundheit weniger I6sliche Phosphorquellen wie CaHPO, in der Rationsgestaltung von

Hunden zu bevorzugen.

70



7. Zusammenfassung

7. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen Rationsgestaltung und
Calciumverdaulichkeit naher untersucht. Ziel war es, mogliche Effekte durch veranderte
Parameter unter Ausschluss anderer Storfaktoren — insbesondere von Unterschieden in der

Calciumaufnahme — zu untersuchen. Folgende Parameter wurden Uberpruift:

- faecale Trockensubstanzausscheidung

- Léslichkeit der Calcium- und Phosphorquellen
- Calcium-Phosphor-Verhaltnis

- Kationen-Anionen-Bilanz

- Natriumzulagen

Zu diesem Zweck wurden sechs Verdauungsversuche mit acht adulten Hunden (Foxhound-
Boehringer-Ingelheim Hunde, drei bis finf Jahre, finf intakte Hindinnen, zwei kastrierte, ein
intakter Rude) durchgefihrt. In allen Versuchsdurchgangen wurde das Basisfutter
(Schweinefleisch, Reis und Gelatine) individuell mit Schmalz und einem Mineral-Vitamin-Mix
erganzt, um eine exakt gleiche Calciumaufnahme (226 mg/kg KM/Tag) bei adaquater
Energieversorgung jedes Individuums zu gewahrleisten. Nach dreitagiger Futterumstellung
und zehntagiger Adaption wurde in jedem Durchgang Uber fiinf Tage der Kot der Tiere
gesammelt, lyophilisiert und analysiert (Trockensubstanz, Energie, Calcium, Phosphor,
Natrium, Kalium). In finf der sechs Durchgange wurde auch Spontanurin zur Bestimmung von

pH, Calcium, Phosphor und Creatinin aufgefangen.

Uberpriifung des Effekts der faecalen Trockensubstanzausscheidung (Publikation 1)

Ein Versuchsdurchgang mit bedarfsgerechter Energiezufuhr diente als Basis (N). Im zweiten
Versuchsdurchgang (HI) wurde die Menge an Basisfutter nahezu verdoppelt, wahrend die
Calciumaufnahme nicht variiert wurde, um eine hohere faecale
Trockensubstanzausscheidung bei gleicher Calciumaufnahme zu erreichen. Die verwendeten
Calcium- und Phosphorverbindungen waren Uberwiegend unléslich und das Calcium-
Phosphor-Verhaltnis lag bei 1,3:1 (N) bzw. 1,4:1 (HI).

Uberpriifung der Effekte von l8slichen Calcium- und Phosphorverbindungen (Publikation 2)

In einem Versuchsdurchgang (SOL) wurde ein Teil des Calciums aus CaCl, und der Phosphor
aus NaH.PO,4 aufgenommen. Dagegen wurden bei gleicher Calciumaufnahme in Durchgang
INS Calcium und Phosphor tberwiegend aus CaHPO, verwendet. Das Calcium-Phosphor-
Verhaltnis lag bei 1,9:1 (SOL) bzw. 2,0:1 (INS).
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Uberpriifung der Effekte von Natriumzulagen (unveréffentlichte Daten)

Es wurden Zulagen von NaHCO3; (NABIC) und NaCl (NACL) hinsichtlich ihres Einflusses auf
den Calciumstoffwechsel geprift. Die Calcium- und Phosphorquellen waren Uberwiegend
unléslich und das Calcium-Phosphor-Verhéltnis lag bei 1,4:1. Die Zulage von NaHCO;

bewirkte eine starke Erhéhung der Kationen-Anionen-Bilanz in NABIC.

Ergebnisse Publikation 1

Ein linearer Zusammenhang zwischen faecaler Trockensubstanz- und Calciumausscheidung
bestatigte sich (y=105,23x+62,111; R?=0,92). Bei der faecalen Phosphorausscheidung zeigte
sich ebenfalls signifikante  Korrelation mit der Trockensubstanzausscheidung
(y=59,87x+29,551; R?=0,80). Wenn mehr Basisfutter gegeben wurde, sank die scheinbare

Verdaulichkeit von Calcium und Phosphor.

Ergebnisse Publikation 2

Die L&slichkeit der Calcium- und Phosphor-Quelle zeigte keinen Einfluss auf die scheinbare
Calciumverdaulichkeit aber auf die scheinbare Phosphorverdaulichkeit und den Phosphor-
Creatinin-Quotienten im Urin. Die scheinbare Phosphorverdaulichkeit stieg bei der 16slichen
Quelle an, ebenso der Phosphor-Creatinin-Quotient. Der Calcium-Creatinin-Quotient anderte

sich dagegen nur mit dem Urin-pH-Wert, er stieg bei Werten unter 5 an.

Ergebnisse, die nicht in wissenschaftlichen Originalarbeiten veroffentlicht wurden

Die Natriumzufuhr hatte keinen Effekt auf die scheinbare Calciumverdaulichkeit. Der
Unterschied in der Kationen-Anionen-Bilanz zwischen NABIC und NACL hatte keinen Effekt

auf die scheinbare Verdaulichkeit von Calcium und Phosphor.

Uber beide Publikationen und die unveréffentlichten Ergebnisse hinweg hatte das Calcium-
Phosphor-Verhaltnis innerhalb des gepriiften Bereichs zwischen 1,3 und 2,0 keinen Effekt auf

die scheinbare Calciumverdaulichkeit.

Die Ergebnisse passen ins Bild der Hypothese, dass Calcium beim Hund in den hinteren
Darmabschnitten und weitgehend passiv absorbiert wird. Der Phosphorstoffwechsel des
Hundes scheint weiteren Einflissen zu unterliegen, wobei insbesondere die Léslichkeit des

Phosphors eine Rolle spielt.
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8. SUMMARY

In the present work the relationship between diet design and calcium digestibility was
investigated. The aim was to check possible effects of changing parameters, excluding other

disruptive factors - especially differences in calcium intake. The parameters were:

- Faecal dry matter excretion

- Solubility of calcium and phosphorus sources
- Calcium-phosphorus-ratio

- Cation-anion-balance

- Sodium supplementation

For this purpose, six digestive experiments were carried out with eight adult dogs (Foxhound-
Boehringer-Ingelheim dogs, three to five years old, five intact females, two castrated, one intact
male). In all trials, the basic feed (pork, rice and gelatin) was individually supplemented with
lard and a mineral-vitamin-mix to ensure exactly the same calcium intake (226 mg/kg bw/day)
with adequate energy supply for each individual. After three days of feed conversion and ten
days of adaptation, the faeces of the animals were collected for five days, then lyophilized and
analyzed (dry matter, energy, calcium, phosphorus, sodium, potassium). In five of the six trials,

spontaneous urine was also collected to determine pH, calcium, phosphorus and creatinine.

Investigation of the effect of faecal dry matter excretion (publication 1)

A trial run with sufficient energy supply served as basis (N). In the second experimental run
(HI) the amount of basic feed was almost doubled, while the calcium intake was not varied to
achieve a higher fecal excretion at the same calcium intake. The calcium and phosphorus
compounds used were predominantly insoluble and the calcium-phosphorus-ratio was 1.3:1
(N) and 1.4:1 (HI).

Investigation of the effects of soluble calcium and phosphorus sources (publication 2)

In one trial (SOL), a part of the calcium from CaCl, and the phosphorus from NaH.PO. was
absorbed. In contrast, calcium and phosphorus were used predominantly from CaHPO in trial
INS at the same calcium intake. The calcium-phosphorus ratio was 1.9:1 (SOL) and 2.0:1
(INS).

Investigation of the effects of sodium supplementation (unpublished data)

NaHCO3 (NABIC) and NaCl (NACL) supplementation were tested for their influence on calcium
metabolism. The calcium and phosphorus sources were predominantly insoluble, and the
calcium-phosphorus-ratio was 1.4:1. The addition of NaHCO3 resulted in a strong increase of

the cation-anion-balance in NABIC.
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Results publication 1

A linear relationship between the excretion of faecal dry matter and calcium was confirmed
(y=105.23x+62.111; R?=0.92). The fecal phosphorus excretion also showed a significant
correlation with the dry matter excretion (y=59.87x+29.551; R?=0.80). When more basic feed

was given, the apparent digestibility of calcium and phosphorus decreased.

Results publication 2

The solubility of the calcium and phosphorus source showed no influence on the apparent
calcium digestibility but on the apparent phosphorus digestibility and the phosphorus-
creatinine-ratio in urine. The apparent phosphorus digestibility increased at the soluble source,
as did the phosphorus-creatinine-quotient. The calcium-creatinine-ratio changed only with

urine pH; it increased at values below 5.

Results not published in original scientific papers

The sodium intake had no effect on the apparent calcium digestibility. The difference in cation-
anion-balance between NABIC and NACL had no effect on the apparent digestibility of calcium

and phosphorus.

Over both publications and the unpublished results, the calcium-phosphorus-ratio within the

tested range of 1.3 to 2.0 had no effect on the apparent calcium digestibility.

The results fit the hypothesis that calcium is absorbed in the dog’s posterior intestines and
largely passively. The phosphorus metabolism of the dog seems to be subject to further

influences, in particular the solubility of phosphorus plays a role.
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