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Mineralstoffwechsel und die Nierenfunktion der Ratte

L. Die renale und enterale Ausscheidung von Calcium,
Magnesium, Phosphor, Sulfat und Siure

W. Schneider und E. Menden

Institut fir Erndhrungswissenschaft der Justus-Liebig-Universitiat Gief3en

Zusammenfassung: In einem Langzeittierversuch an Ratten wurde der Einfluf
eines stiandig weit iiber dem Bedarf liegenden erhéhten Proteinverzehrs auf den
Mineralstoffwechsel (Calcium, Magnesium, Phosphor) und die Nierenfunktion
Uberprift. Der 1. Teil der Arbeit befalt sich insbesondere mit der Beteiligung der
proteinabhidngigen endogenen Siureproduktion und der renalen Ausscheidung
von Protonen und Sulfat an der Entstehung einer Hyperkalziurie.

Hierzu wurden (iber einen Zeitraum von 81 Wochen in acht Gruppen isokalori-
sche, fettreiche Didten (40 J%) mit einem Proteinanteil von 13, 26 und 40 J%, der auf
Kosten des Kohlenhydratanteils variiert wurde, an 200 maéannliche Wistarratten
verftttert.

Ferner wurde bei Proteinanteilen von 13 und 26 J% der Einfluf} der Qualitat des
zugefiihrten Proteins Uberpriaft, indem anstelle von Casein in zwei weiteren Grup-
pen Fleisch als Hauptproteintriger (% tierisches Protein) eingesetzt wurde. Die
Mineralstoffgehalte der Didten wurden hierbei konstant gehalten. Bei einem Pro-
teinanteil von 40 J% wurde in drei Gruppen zusitzlich der Calecium- und Phos-
phorgehalt der Diit sowohl alternativ als auch gemeinsam von 0,6 auf 1,2 % angeho-
ben, um speziell bei hoher Proteinzufuhr Aussagen Gber die Ausscheidungsmecha-
nismen von Calcium und Phosphor treffen zu kénnen.

Die Steigerung des Proteinanteils von 13 Gber 26 hin zu 40 J% erzeugte unabhin-
gig von der Art des Nahrungsproteins eine andauernde Hyperkalziurie und Hyper-
magnesiurie (nach 58 Wochen: 3,3, 5,9 und 6,8 mg Calcium/Tag; 2,2, 3,3 und 3,4 mg
Magnesium/Tag; p<0,05). Eine Adaptation des Organismus an eine stindig hohe
Proteinzufuhr war selbst nach Gber 400 Tagen nicht festzustellen. Die bisher in
diesem Mafie noch nicht beschriebene Steigerung der renalen Magnesiumausschei-
dung erfolgte zu Lasten der enteralen Ausscheidung.

Mit steigender Proteinzufuhr (in Form von Casein und Fleisch) korrelierte die
Exkretion von Calcium und Magnesium im Harn signifikant positiv mit der aus
dem Proteinkatabolismus resultierenden erhéhten Bildung und renalen Ausschei-
dung von Sdure und Sulfat.

Die Qualitit des Nahrungsproteins beeinflufit offenbar das Ausmal der Hyper-
kalziurie. Fleisch als Hauptproteinbestandteil fiithrte zwar zu adaquaten Steigerun-
gen der Sulfat- und Sdureausscheidung, aber im Vergleich zu Casein — trotz kon-
stanter Phosphorzufuhr — zu einer geringeren Kalziurie.

Eine erhohte Phosphoraufnahme mit der Diat fuhrte trotz der gleichzeitig beob-
achteten hochsten Urin-Gesamtaziditit aller Gruppen zu einer Einschrankung der
renalen Calcium- und Magnesiumexkretion und wirkte somit dem Einfluf} einer
gesteigerten Proteinzufuhr entgegen.
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Summary: The influence of continuous imbalanced high protein intake on the
Mmetabolism of minerals (calcium, magnesium, phosphorus) and renal function was
the subject of a long-term experiment with rats. In the first part of the study
Particular attention was directed to the contribution of protein-induced endogen-
ous acid production and renal excretion of hydrogen ions and sulphate to the
development of hypercalciuria.

For 61 weeks 200 male Wistar rats in eight groups were fed isocaloric diets, whose
Protein contents were increased from 13 to 26 and 40 J% at the expense of
carbohydrate intake. The fat content of the diets was 40 J%.

In two groups with 13 and 26 J% protein the effect of different kinds of animal
protein was also studied, replacing casein by beef. Mincral contents were kept
constant in these diets. To examine the excretion mechanisms of calcium and
phosphorus especially under conditions of excessive protein intake, the ratio of
calcium to phosphorus was varied in three diets with 40 J% protein by increasing
both minerals alternatively or together from 0.6 to 1.2 %.

An increase in dielary protein content from 13 to 26 or 40 J% produced a
sustained hypercalciuria and also hypermagnesiuria over a period of more than 400
days (after 58 weeks: 3.3, 5.9, and 6.8 mg calcium/day; 2.2, 3.3, and 3.4 mg mag-
nesium/day; p <0.05). No adaptation to high protein intake occurred. Hypermag-
nesiuria, which equally hasn’t been described before as a result of high protein
intake, was accompanied by a reduced fecal excretion of magnesium.

With increased protein intake (casein and beef) hypercalciuria and also hyper-
magnesiuria were positively correlated with an increased formation and renal
excretion of hydrogen ions and sulphate, which resulted from protein catabolism.

The dietary protein source influenced the extent of hypercalciuria, irrespective of
a constant phosphorus intake. Although leading to equal increases in renal total
acid and sulphate excretion, beef as the main protein source caused a lower
calciuria than casein.

High phosphorus intake caused the highest total acid excretion of all groups, but
resulted in a reduced hypercalciuria and hypermagnesiuria and counteracted the
influence of an increased protein intake.

Schliisselwérter: Proleinzufuhr, Calciumstoffwechsel, Magnesiumstoffwechsel,
Phosphorstoffwechsel, endogene Saureproduktion

Key words: protein intake, calcium metabolism, magnesium metabolism, phos-
phorus metabolism, endogenous acid production

Einleitung

In der Bundesrepublik Deutschland liegt die tagliche Proteinzufuhr mit
der Nahrung zur Zeit durchschnittlich um nahezu 100 % Gber der Empfeh-
lung von 0,8 g/kg Korpergewicht fiir den Erwachsenen, wobei der Anteil
tierischer Proteintriger zwei Drittel betrdgt (11). Damit verbunden ist
gleichzeitig eine deutliche Verschiebung des Calcium-Phosphor-Verhélt-
nisses in der Erndhrung zugunsten der Phosphoraufnahme.

In verschiedenen Untersuchungen am Menschen und am Versuchstier
wurde eine positive Korrelation zwischen der Héhe der Proteinzufuhr und
der renalen Caleciumausscheidung beobachtet (4, 6, 15, 16, 33, 37, 43). Eine
mégliche Rolle in der Atiologie der proteininduzierten Hyperkalziurie
wird der aus einer steigenden Proteinzufuhr resultierenden Belastung des
Organismus mit schwefelhaltigen Aminosauren zugesprochen, bei deren
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Abbau anorganisches Sulfat und Protonen entstehen, die Uber die Niere
ausgeschieden werden mussen.

Kontrovers sind die Meinungen dartber, ob der zumeist unmittelbar
nach Verabreichung einer proteinreichen Diat auftretende hyperkalziure-
tische Effekt langfristig bestehenbleibt oder ob eine Normalisierung der
renalen Calciumausscheidung im Sinne einer Adaptation des Organismus
an die héhere Proteinaufnahme erfolgt, moglicherweise in Abhingigkeit
vom Lebensalter. Offen ist auch die Frage, ob zur Kompensation des
vermehrt im Urin ausgeschiedenen Calciums neben einer gesteigerten
Calciumresorption im Darm auch ein stimulierter Abbau des im Skelett
gespeicherten Calciums erfolgt.

Das Ziel der vorliegenden Studie war es, die langfristigen Auswirkun-
gen eines auf nahezu Lebenszeit stindig weit (iber dem Bedarf liegenden
erhohten Proteinverzehrs auf den Mineralstoffwechsel und die Nieren-
funktion zu untersuchen. Da Versuche am Menschen auf Lebenszeit mit
dieser Fragestellung nicht durchfiihrbar sind, wurde ein Langzeittierver-
such an alternden Ratten als Modell fir Stoffwechselumsetzungen und
-verdnderungen beim Menschen entwickelt. Der 1. Teil der Arbeit befaflt
sich insbesondere mit der Beteiligung der proteinabhéingigen endogenen
Saureproduktion und der renalen Ausscheidung von Protonen und Sulfat
an der Entstehung einer Hyperkalziurie.

Material und Methoden
Versuchstiere und Versuchsdidten

Als Versuchstiere wurden 200 mannliche Wistarratten einzeln in Drahtkéfigen
unter Standardbedingungen, d.h. bei einer Raumtemperatur von 22-24°C, einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 50-60 % sowie einem Hell-Dunkel-Rhythmus von 12
Stunden, gehalten. Nach einer Eingewohnungszeit von 14 Tagen, in der die Tiere
mit dem Standardfutter Altromin 1321N gefuttert wurden, erfolgte eine Einteilung
in acht Versuchsgruppen a 25 Tiere derart, dal3 jede Gruppe ein vergleichbares
durchschnittliches Anfangskérpergewicht von 120 g aufwies. Jede Versuchsgruppe
erhielt dann Gber einen Zeitraum von 61 Wochen konstant eine der in Abbildung 1
gezeigten Versuchsdiiten, die ebenso wie destilliertes Wasser ad libitum zur Verfa-
gung gestellt wurden. In Vorversuchen wurde sichergestellt, dafy die angebotenen
Futtermischungen keine Unterschiede in der Akzeptanz aufwiesen. Futterverzehr
und Koérpergewichtsentwicklung wurden zweimal wochentlich kontrolliert.

Die halbsynthetischen, isoenergetischen Versuchsdiiaten orientierten sich im
Anteil der energieliefernden Néihrstoffe an der durchschnittlichen Erndhrung in
der Bundesrepublik Deutschland laut den Erndhrungsberichten 1980 und 1984 (11).
Bei einem Fettgehalt von 40 J% wurde der Proteinanteil - je zu einem Drittel
pflanzlicher und zu zwei Dritteln tierischer Herkunft — von 13 tber 26 auf 40 J% auf
Kosten des Kohlenhydratanteils variiert (Gruppen [A, IIA, IIIA). Dariiber hinaus
wurden bei Proteinanteilen von 13 und 26 J% die Auswirkungen unterschiedlicher
Proteintrager tierischen Ursprungs tUberprift, indem anstelle von Casein in zwei
weiteren Gruppen Fleisch (getrocknetes und gemahlenes mageres Rindfleisch) als
Hauptproteinkomponente eingesetzt wurde (Gruppen IB, IIB). Der Gehalt der
Diiten an Calcium und Phosphor wurde auf 0,6 %, an Magnesium auf 0,05 %, an
Natrium und Kalium auf 0,5 % im Futter eingestellt. Bei einer Proteinzufuhr von
40J% (Gruppen ITTA-D) wurde der Calcium- bzw. Phosphorgehalt sowohl alterna-
tiv als auch gemeinsam auf 1,2 % im Futter erhoht, um speziell bei hoher Proteinzu-
fuhr Aussagen Uber die Wechselwirkung und die Ausscheidungsmechanismen von
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Abb. 1. Versuchsdiiten (Hauptnahrstoffanteile in Energie %).

47J% KH 34J% KH 20J% KH
40J% Fett 40J% Fett 40 J% Fett
13J% Protein 26 J% Protein 40J% Protein
IA IB ITIA IIB 1I1A 1118 I1IC II1D
Casein | Fleisch Casein | Fleisch Casein Casein Casein Cascin
+ 0,6% Ca|+ 0,6% Ca
+06%P +06%P
Energie: 19 kJ/g NaBfutter
Protein; % tierisch, % pflanzlich
Gruppe IA, ITA, ITTA-D: % Casein, % Gluten, Y% Kartoffelprotein
Gruppe IB, IIB: % Fleisch, % Gluten, % Kartoffelprotein
Fett: 28 % Maiskeimdl, 72 % Olivendl (6,9 J% Linolsdure; P/S-Quotient
1,4)

Kohlenhydrate: 50% Starke, 50 % Saccharose
Mineralstoffe: 0,6 % Calcium, 0,6 % Phosphor, 0,05 % Magnesium, 0,5 % Natrium,
0,5 % Kalium

Calcium und Phosphor treffen zu kénnen. Die genaue Zusammensetzung der
Versuchsdidten ist Tabelle 1 zu entnehmen. Wihrend sich die prozentualen
Cysteinanteile der eingesetzten Proteinmischungen entsprachen, wurde die
Methioninzufuhr in allen Diaten auf 2,0 g/16 g Stickstoff eingestellt.

Versuchsdurchfithrung und Bestimmungsmethoden

Die Tiere wurden fur regelméfige Stoffwechseluntersuchungen — dreimal wih-
rend der ersten 15 Wochen, zwei weitere Male bis zur 32. Woche und am Versuchs-
ende — jeweils fir sechs Tage in Plexiglas-Stoffwechselkifige gesetzt. Nach dreita-
giger Eingewothnungszeit wurden tiber weitere drei Tage Harn (72-h-Harn) und
Faecces gesammelt. Nach Bedarf wurden daran anschlieend fiir die Bestimmung
der Sdure-Basen-Parameter, von Creatinin und Harnstoff 24-h-Harn-Sammlungen
durchgefuhrt. Als Konservierungsmittel wurden dem frisch ausgeschiedenen Urin
téglich 100 ul Thymol (10 %) in Isopropanol zugesetzt. Der gesamte Drei-Tage-Kot
wurde getrocknet und ein aliquoter Teil mittels eines Gemisches aus 70%iger
Perchlorsdure und 65%iger Salpetersdure (1:3) bei 120°C tber zwei Stunden im
Thermoblock aufgeschlossen.

Ein Teil der Tiere (6 bzw. 7 Tiere pro Gruppe) wurde jeweils nach 15 bzw. 32
Wochen, die verbleibenden ca. 12 Tiere pro Gruppe jedoch erst am Versuchsende
getdtet. Zwischenzeitlich bendtigte Blutproben wurden den Tieren durch retroorbi-
tale Punktion enthommen.

Serum-Ultrafiltrat wurde durch Zentrifugation des Serums in einem geschlosse-
nen Mikrotrennsystem gewonnen (Centrifree, Fa. Amicon; 30 min in einem Winkel-
kopfrotor bei 1800 x g). Hierbei wird die proteinfreie Fraktion durch eine semiper-
meable Membran filtriert, wihrend die proteingebundenen Liganden retiniert wer-
den (10).

Calcium und Magnesium in Serum, Ultrafiltrat, 72-h-Urin und Sdureaufschliissen
(Kot) wurden atomabsorptionsspektrometrisch bestimmt (Atomabsorptionsspek-
trophotometer 1248, Fa. Beckman). Der anorganische Phosphorin Serum, Urin und
Veraschungslésungen wurde photometrisch durch die Molybdat-Vanadat-Reak-
tion erfaf3t (7, 44).

Zur Bestimmung der Sulfatkonzentration im Urin wird Sulfat mit Bariumchlorid
gefallt und das unlosliche Bariumsulfat durch Verwendung einer speziell aufberei-
teten Dextranlésung (MG ca. 70 000, Fa. Fluka) in Suspension gehalten. Die Extink-
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tion der Suspension wird photonephelometrisch anhand einer mitgefiihrten
Na,S0,-Eichkurve ausgewertet (28). Bei der quantitativen Bestimmung der Séure-
Basen-Parameter im Urin werden an verschiedene Harnkomponenten gebundene
Wasserstoffionen stufenweise freigesetzt und die titrierbare Aziditat (TA), die Bicar-
IC?Onat- (HCO;) und Ammoniumausscheidung (NH,') hintereinander in drei Titra-
tionsschritten erfaBt (27). Die Ausscheidung von Gesamtsiure ergibt sich aus der
Summe der titrierbaren Aziditit und des Ammoniums: H'yesamt = TA + NH,".
gnter Abzug der Bicarbonatausscheidung ergibt sich die Netto-Protonenausschei-
ung.

Statistische Methoden

Die Untersuchungsergebnisse wurden mit Hilfe des Statistik-Programm-
Systems SPSS-X (30) ausgewertet. Fiir alle Parameter wurden die arithmetischen
Mittelwerte und deren Standardabweichungen (x £ s) errechnet. Samtliche Daten
wurden auf Normalverteilung geprift (Kolmogoroff-Smirnoff-Test). Zur Prufung
auf signifikante Unterschiede wurde die einfache Varianzanalyse mit angeschlosse-
nem multiplem Mittelwertvergleich nach Scheffée angewendet, wobei Signifikanz-
beziehungen hinsichtlich der Proteinquantitit (IA-ITA-IITA bzw. IB-IIB), hinsicht-
lich der Proteinqualitdt (IA-IB bzw. IIA-IIB) und hinsichtlich des Calcium-Phos-
phor-Verhéltnisses der Versuchsdiidten (IITA-IIIB-IIIC-IIID untereinander) beruck-
sichtigl wurden: p=<0,05 (*); p=0,01 (**) und p=0,001 (***). Zur Beurteilung von
Zusammenhingen zwischen den verschiedenen Variablen und Parametern wurden
deren Korrelationskoeffizienten (r) nach Pearson und Spearman berechnet.

Ergebnisse

Korpergewichtsentwicklung

Die Ratten erreichten am Ende des Langzeitversuchs relativ hohe Kor-
pergewichte, die in erster Linie auf die grofB3e Energiedichte der Versuchs-

700 -
600
500
4004
Durchschnittliches
Kérpergewicht
3004 nach 58 Wochen:
x A 891,0 £ 91,39
+ [B 620,4 + 586,8g
200 + o (A 839,0 £ §8,3g
» 1B 648,9 + 66,89
100 4, Woche 8. Woche ¢ A 603,5 £ 67,29
T IB—11B*** v B 584,1 & 68,3g
B-IIB** a llic 816,2  91,5¢
o 1A—TIA* o D 631,2 x 70,3¢
- rrryrrrr1rrr1r r1r vrrrr1r 1t 1 r1r 1 1 1 7T
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Abb. 2. Kérpergewichte mannlicher Wistarratten in g zu Versuchsbeginn, nach 4, 8,
15, 32, 58 Wochen der Aufnahme von Diaten mit unterschiedlichen Proteinzufuhr-
héhen, Hauptproteintriagern und Calcium-Phosphor-Gehalten.
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Abb. 3. Renale Calciumausscheidung ménnlicher Wistarratien in mg/Tag. Oben:
Variation der Héhe und Art des Proteinanteils der Didten. Unten: Variation des
Calcium-Phosphor-Verhiltnisses der Didten bei hohem Proteinanteil von 40 J%.

Tab. 2. Enterale Calciumausscheidung ménnlicher Wistarratten in mg/Tag in der 3.,
30.-32., 57./58. Woche der Aufnahme von Didten mit unterschiedlichen Proteinzu-
fuhrhéhen, Hauptproteintrigern und Calcium-Phosphor-Gehalten (Mittelwert
+ Standardabweichung).

Gruppe 3. Woche 30.-32. Woche 57./58. Woche
1A 21,8+ 3,2 74,9+ 18,8 87,0+12,1

1B 224+ 6,7 47177 82,4+123

IIA 16,7+ 3,3 72,0+ 14,5 89,8+ 7.2

IIB 14,0+ 4,9 75,3 + 22,6 81,4+11,6
IITIA 179+ 25 66,5+ 15,3 72,2+ 8,0
IIIB 193+ 3,5 67,6 +13,7 70,8+ 7,3
IIIC mT6+11.4 130,8 =277 124,7 £ 25,7
111D 81,8+ 86 157,0+32,4 144,7 + 16,7

p < 0,001 1I1A, B-1IIC, D IIIA, B-IIIC, D 1IIA, B-IIIC, D
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didten zuriickzufiihren sind — etwa 19 MJ pro kg aufgrund des hohen
Fettanteils von 40 J%. Im Verlauf der stark exponentiellen Wachstums-
bhase (Abb. 2) traten die héchsten Gewichtszunahmen bei den Gruppen
mit mittlerer Proteinzufuhr von 26 J% sowohl mit Casein als auch mit
Fleisch als Hauptproteintrager auf (IIA, IIB). Im spéiteren Versuchsverlauf
waren mit steigendem Proteinanteil von 13 tiber 26 auf 40 J% und Casein
als Komponente fallende Koérpergewichte (IA>IIA>IITA), jedoch keine
statistisch signifikanten Gruppenunterschiede zu beobachten. Der durch-
schnittliche téagliche Futterverzehr lag zu Versuchsbeginn in allen Grup-
pen zwischen 13 und 14 g, am Versuchsende zwischen 14 und 15 g; signifi-
kante Gruppenunterschiede bestanden nicht. Eine Steigerung der Pro-
teinzufuhr scheint nur bis zum Erreichen eines ,,Optimums® in einer
stirkeren Koarpergewichtszunahme zu resultieren, dartber hinausge-
hende Erhéhungen verbessern die Gewichtszunahme nicht, Die Trink-
wasseraufnahme und das Urinvolumen waren mit steigender Proteinzu-
fuhr tendenziell erhéht.

3. Woche 30.—32. 57./58.
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Renal: A (|| A%** IA—TIA, 1A /1B—11B*
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HA—IIIAM*

3. Woche 30.—-32. 57./58.
mg,/Tag Woche Woche
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=
3] v
o K
Led

~74R: MA,C—IIB,D***  1I1A=IIB,D /IINC—[[ID***
E: NID—IIIA,B,C*** NID-1IA,B,C***  [lIA,C—1IID**

EER IA: 13 J% Prot.; Cas.

318 13 J% Prot,; FL

EEE lIA: 26 J% Prot.; Cos.

=3 lIB: 26 J% Prot,; Fl.

HE lA: 40 J% Prot.; 0,6% Co; 0,6% P; Cas.
NB: 40 J% Prot.; 0,6% Cao; 1,2%2 P

ESSS IC: 40 J% Prot.; 1,2% Ca; 0,6% P
BXR ID: 40 J% Prot.; 1,2% Ca; 1,2% P

Abb. 4. Renale und enterale Magnesiumausscheidung mannlicher Wistarratten in
mg/Tag. Oben: Variation der Héhe und Art des Proteinanteils der Diédten. Unten:
Variation des Calcium-Phosphor-Verhéitnisses der Didten bei hohem Proteinanteil
von 40 J%.
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Tab. 3. Renale und enierale Phosporausscheidung ménnlicher Wistarratten in mg/
Tag in der 3. und 57./58. Woche der Aufnahme von Diiten mit unterschiedlichen
Proteinzufuhrhéhen, Hauptproteintriagern und Calcium-Phosphor-Gehalten (Mit-
telwert + Standardabweichung).

renal enteral
Gruppe 3. Woche 57./58. Woche 3. Woche 57./58. Woche
1A 19,0+1,8 332+ 6,2 10,4+22 48,7+ 9,6
1B 17,5+3,8 30,9+ 3,3 10,6 + 3,4 436+ 74
IIA 173+4,1 34,0+ 8,0 7,5+1,1 457+ 7,1
IIB 18,3 +£2,2 349+ 6,1 6,3+2,2 414+ 9,6
IIIA 16,3 + 4,1 33,7+ 83 6,7+ 1,0 209+ 5,0
I1IIB 74,2+ 9,1 87,3 +£10,7 13,2+2,1 435+ 58
I1IC 2,8+17 9,0+ 45 199+2,6 448+ 12,0
D 46,1 +6.,8 53,2+ 6,5 440+54 76,9+ 114

p = 0,001 [IB-IIIA, C, D IIB-IIIA, C,D IIID-IIIA, B,C IIID-IIIA, B, C
HID-IIIA, C  IIID-IIIA, C  IIIC-IIIA
IIIA-IIIC
p = 0,01 IIIA-1IIC IIIC-IIIB IA-IIIA
p <0,05 HIA-IIIC, IIA

Renale und enterale Mineralstoffexkretion

Die Erhéhung des Proteinanteils von 13 tiber 26 hin zu 40 J% fuhrte zu
einer signifikanten Erhéhung der renalen Calciumausscheidung in den
Gruppen, die Casein als Hauptproteinkomponente erhielten, die wahrend
des gesamten Beobachtungszeitraumes bestehenblieb (TA-IIIA). Im Ver-
gleich hierzu war in den Gruppen, deren Proteinanteil zu zwei Dritteln aus
Fleisch bestand (IB-IIB), sowohl die absolute Hohe als auch die proteinin-
duzierte Steigerung der Kalziurie geringer. Eine Erhéhung des Phos-
phorgehaltes der Didt mit 40 J% Protein (Casein als Hauptproteinkompo-
nente) ging einher mit einer Verringerung der proteininduzierten Hyper-
kalziurie (IIIA-IIIB; Abb. 3). Eine Anhebung der Calciumzufuhr bzw. der
Calcium- und Phosphorzufuhr flihrte in erster Linie zu einem Anstieg der
enteralen Calciumausscheidung (Tab. 2).

Die renale Phosphorausscheidung zeigte sich durch die Proteinzufuhr
relativ unbeeinflufit. Eine Anhebung der Phosphorzufuhr erhthte den
renalen Anteil, eine alleinige oder in Kombination mit der Phosphorzu-
fuhr erhéhte Calciumzufuhr fithrte zu einer Senkung der Phosphaturie
(IIIB > ITID > IITA > ITIC; Tab. 3).

Mit steigender Proteinzufuhr war unabhingig von der Art des Haupt-
proteintriagers eine Steigerung der renalen zu Lasten der enteralen Magne-
siumausscheidung zu beobachten (IA-IIIA; IB-1IB). Variationen des Cal-
cium-Phosphor-Verhiltnisses der Diit fithrten zu einer reduzierten rena-
len zugunsten der enteralen Magnesiumexkretion, wobei die Phosphorzu-
fuhr den gréfleren Einflul3 austbte (IITA, B, C, D; Abb. 4).
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Serumkonzentration der Elektrolyte

Weder beim Gesamt- bzw. ultrafiltrierbaren Calcium und Magnesium
noch bei den Phosphorkonzentrationen im Serum traten statistisch signi-
fikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen auf.

Renale Sulfat- und Sdureausscheidung

Signifikant — und erwartungsgemaB — erhéhten sich mit steigender
Proteinzufuhr die Raten der Sulfat- und Ammoniumausscheidung, mit
erhéhter Phosphoraufnahme die titrierbare Aziditit und die Ammonium-
exkretion. Da die renale Gesamtsiaureexkretion aus der titrierbaren Azidi-
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Abb. 5. Renale Sulfat- und Gesamtsidureausscheidung (Titrierb. Aziditat [TA] und
Ammonium [NH,*]) mannlicher Wistarratten in mmol/Tag. Oben: Sulfatausschei-
dung unter Variation der Hohe des Proteinanteils der Didten (Hauptproteintrager
Casein). Mitte: Gesamtsidureausscheidung unter Variation der Hohe des Proteinan-
teils der Diidten (Hauptproteintriger Casein). Unten: Gesamtsdureausscheidung
unter Variation des Calcium-Phosphor-Verhiltnisses der Didten bei hohem Pro-
teinanteil von 40 J%. (Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde bei der Gesamt-
saureausscheidung auf die Einzeichnung von Standardabweichungen verzichtet.
Signifikante Unterschiede bestehen zwischen folgenden Gruppen: IA <IIA <IIIA
bei Sulfat, NH,, Gessr. und ITIB > IIID > IITA > ITIC bei TA, NH,, Gessr.; p < 0,05 bis
p=<0,001).
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tat und der Ammoniumausscheidung resultiert, war sie abhéngig von der
Hohe sowohl der Protein- als auch der Phosphoraufnahme (Abb. 5). Die
Gruppenunterschiede bei der titrierbaren Aziditit stimmten erwartungs-
gemif mit der Abstufung bei der renalen Phosphorausscheidung tiberein
(I1IB > 111D > ITIA > ITIC).

Kein untersuchter Parameter der Saure- und Sulfatausscheidung korre-
liert linear Uber sdmtliche alimentiren Mal3nahmen hinweg mit der Cal-
ciuim- bzw. Magnesiumexkretion im Harn, wie es bei einer direkten
Mittlerfunktion zu erwarten wére. Eine Isolierung der in die Didten inte-
grierten EinfluBfaktoren ergibt dagegen unter dem alleinigen Aspekt
einer Proteinsteigerung bei Verabreichung von Casein und auch von
Fleisch als Hauptproteintrager signifikant positive Korrelationen zwi-
schen allen Parametern der Siaure- und Sulfatausscheidung im Harn und
der Kalziurie bzw. Magnesiurie (Calcium: r=0,683 bis 0,732 [Casein];
r=0,650 bis 0,886 [Fleisch]l; Magnesium: r=0,701 bis 0,776 [Casein];
r = 0,688 bis 0,847 [Fleisch]; p =0,001).

Diskussion

Der Anteil der endogenen Calciumausscheidung tiber den Urin betragt
physiologischerweise etwa 1 bis 2% bei der Ratte gegeniiber 20 bis 30 %
oder mehr beim Menschen, bezogen auf die Calciumaufnahme (41). Auch
in unserem Tierversuch wurde Calcium prozentual hauptsichlich enteral
ausgeschieden und nur zu 1-10 % renal, je nach Héhe der Protein- und
Calciumzufuhr.

Nichtsdestoweniger fliihrte eine Erhohung der Proteinzufuhr in unserer
Untersuchung zu einer permanenten Steigerung der renalen Calciumaus-
scheidung der Versuchstiere. Eine Normalisierung der renalen Calcium-
ausscheidung im Sinne einer Adaptation des tierischen Organismus an die
uberhohte Proteinzufuhr war unter den von uns gewahlten Versuchsbe-
dingungen selbst Uber einen Zeitraum von 401 Tagen nicht zu beobachten.
Zu ahnlichen Ergebnissen gelangten Whiting und Draper (38) und Bell et
al. (6), die bei Ratten eine aufrechterhaltene Hyperkalziurie nach 123 bzw.
100 Tagen bei Erhéhung der Proteinzufuhr von 13 auf 30 J% bzw. von 8
Uber 17 auf 33 J% beobachteten. Wiahrenddessen verzeichneten Calvo et
al. (8) und Allen und Hall (3) in ihren Untersuchungen nach einem Zeit-
raum von 56 bzw. von nur 28 Tagen ein Absinken der Kalziurie auf die
Kontrollwerte.

Wihrend in einigen Untersuchungen am Menschen in Abhéngigkeit von
der Hohe der Proteinzufuhr tiber unverédndert hohe renale Calciumexkre-
tionen lUber Zeitrdume von 45 bis zu 60 Tagen berichtet wird (4, 16, 21),
beobachteten Spencer et al. (34) bei unter erhdhter Fleischzufuhr geteste-
ten Versuchspersonen keinen bzw. nur einen vorlibergehenden geringen
Anstieg der Kalziurie.

In Radioisotopenstudien an Ratten und Miusen wurde unter dem Ein-
flull einer erhéhten Proteinzufuhr eine Kompensation der vermehrten
renalen Calciumausscheidung durch eine verbesserte intestinale Calcium-
absorption und gleichzeitig eine Verschiebung der endogenen Ausschei-
dung vom Kot zum Urin beobachtet (6, 8, 15, 38, 40). In unserer Untersu-
chung konnten wir eine kompensatorische Verbesserung der (scheinba-
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ren) Absorption — erfaflt als Differenz der Calciumzufuhr und der fikalen
Ausscheidung — zumindest nicht eindeutig belegen.

Der von uns beobachtete hypokalziuretische Effekt des Nahrungsphos-
bhors, der der hyperkalziuretischen Wirkung des Proteins offensichtlich
entgegenwirkt, wurde auch in anderen Studien an Ratten bzw. Mausen
und am Menschen beschrieben (17, 19, 20, 32, 35, 40, 42).

Eine Erhéhung des Calciumgehaltes der Nahrung bei gleichzeitig nied-
rigem oder ebenfalls auf 1,2 % angehobenem Phosphorgehalt korrelierte
in unserem Tierexperiment in erster Linie mit einem Anstieg der entera-
len Calciumausscheidung. Zur Kompensation einer proteininduzierten
Hyperkalziurie sind hohere Calciumgehalte der Nahrung nur begrenzt
geeignet, da die Effizienz der intestinalen Calciumabsorption mit steigen-
den Calciumgehalten rasch abnimmt (39). Wie wir bei unseren Versuchs-
tieren bestatigen kénnen, kommt hinzu, dafl bei Ratten und ebenso beim
Menschen mit steigendem Lebensalter die Calciumresorptionsfiahigkeit
bei gleichbleibenden Protein- und Calciumzufuhren nachléaBt, was zu
einer Verschlechterung der Calciumbilanz fithren kann (2, 5, 14, 33). Als
Ursache hierfiir wird ein verminderter Stimulus der Calciumabsorption
durch die im Alter bei Mensch und Ratte absinkende Serum-1,25-(OH)-
Cholecalciferolkonzentration angesehen (13, 14, 18).

Die renale Magnesiumausscheidung war in unserer Studie bei Steige-
rung der Proteinzufuhr von 13 tber 26 hin zu 40 J% ebenso wie die
Calciumausscheidung erhéht. Allerdings wurde sie von einer verminder-
ten enteralen Ausscheidung begleitet, so dafB3 in diesem Falle von einer
deutlich ausgepriagten Verschiebung der Gesamtausscheidung gespro-
chen werden kann.

Unter physiologischen Verhiltnissen werden beim Menschen etwa
35-40 % des mit der Nahrung aufgenommenen Magnesiums im Darm
absorbiert (39). Die renale Magnesiumausscheidung stellt den priméaren
Mechanismus zur Kontrolle des Gesamtkérperbestandes an Magnesium
dar (29). Sowohl beim Menschen als auch bei Ratten wird vereinzelt in der
Literatur eine proteinabhéngige erhohte renale Magnesiumexkretion bzw.
intestinale Absorption bei unverinderter Bilanz als Begleiterscheinung
der proteininduzierten Hyperkalziurie beschrieben (1, 8, 22, 26, 37).

Hohe Calcium- und insbesondere Phosphorgehalte der Nahrung flihr-
ten in unserem Tierversuch zu einer Verminderung der scheinbaren
Magnesiumabsorption und dadurch zu einer Verringerung der Magne-
siumausscheidung im Urin. Als Ursache hierfiir kann eine vermehrte
fakale Ausscheidung komplex an Phosphat gebundenen Magnesiums
oder/und eine kompetitive Hemmung der Magnesium- durch die Calciu-
mabsorption im Darm in Frage kommen (12).

In verschiedenen Untersuchungen am Menschen wurden ebenso wie
bei unseren Versuchstieren unter erhdhter Proteinzufuhr gesteigerte
renale Sulfat-, Ammonium- und Gesamtsiureausscheidungsraten gemes-
sen, die gleichermaflen mit der renalen Calciumausscheidung sowie
untereinander positiv korrelierten (16, 32, 33). Experimente an Ratten
stellten lineare Beziehungen zwischen der Calcium- und der Sulfataus-
scheidung im Urin sowie der Zufuhr schwefelhaltiger Aminosiduren mit
der Nahrung her (8, 37) in dem Sinne, daf} die hyperkalziuretische Wir-
kung verschiedener Proteine bei gleichbleibender absoluter Hohe der
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Proteinzufuhr mit héherem Gehalt an Methionin und Cyst(e)in anstieg.
Allerdings konnten Zulagen schwefelhaltiger Aminosiuren zu Kontroll-
didten die hyperkalziuretische Wirkung nativer Proteine (mit entspre-
chendem Gehalt an schwefelhaltigen Aminosiuren) nicht vollstandig re-
produzieren.

Proteinreiche Ernidhrung produziert einen Anstieg der renalen Proto-
nenausscheidung, wobei der Katabolismus der schwefelhaltigen Amino-
sduren die Hauptquelle der endogenen Saureproduktion ist (9). Diese
Saurebelastung wird als direkter Inhibitor der renalen tubulidren Riickre-
sorption von Calcium angesehen (24). Dariiber hinaus beeintrachtigt das
ausgeschiedene Sulfat die Reabsorption durch Komplexierung des Cal-
ciums im Glomerulusfiltrat (36). Das Sulfat-Anion selbst wird kaum durch
die Tubuluszellen reabsorbiert und soll — indem es die Elektronegativitat
des Tubuluslumens erhéht — den passiven, auf einem elektrochemischen
Gradienten basierenden Influx des Calciums in die Tubuluszellen und
den daran anschliefenden aktiven Transport aus der Zelle ins Interstitium
beeintrachtigen (33).

In unserem Tierversuch wurde bestitigt, dal3 neben der Quantitéit gene-
rell auch die Qualitit des Proteins fiir das Ausmaf und die Dauer einer
Hyperkalziurie mitverantwortlich ist. Tm Versuchsverlauf bestand bei
gleicher Hohe der Proteinzufuhr zwischen den beiden Hauptproteinkom-
ponenten Casein und Fleisch in der renalen Sulfatausscheidung erwar-
tungsgemall nur ein geringer Unterschied, da sich die prozentualen
Anteile an Methionin/Cystein in den eingesetzten Proteinmischungen ent-
sprachen. Die renale Calciumausscheidung war aber bei Einsatz von
Fleisch anstelle von Casein (insbesondere bei héherer Proteinzufuhr von
26 J%) deutlich geringer, trotz konstanter Phosphorzufuhr.

Der mit der Nahrung aufgenommene Phosphor kann im Organismus
zur Protonenfreisetzung beitragen, abhingig von der Struktur der vor-
herrschenden Phosphorsiurebindung und dem pH-Wert des betreffenden
Nahrungsmittels. Diese als hyperkalziuretisch geltende Azidititssteige-
rung steht damit im Gegensatz zu der beschriebenen hypokalziuretischen
Wirkung des Nahrungsphosphors.

Die Reaktion des Organismus auf gemeinsam in einem nativen Nah-
rungsmittel vorkommende hyper- und hypokalziuretische Komponenten
wurde am Beispiel Fleisch untersucht, das neben der Protein- auch die
Phosphoraufnahme steigert. Lennon et al. (25) wiesen nach, dafl der mit
Fleisch aufgenommene Phosphor im menschlichen Stoffwechsel nicht
protonenfreisetzend ist, und schrieben die beobachtete Steigerung der
Netto-Protonenausscheidung rechnerisch der Produktion von Sulfat und
organischen Sauren zu. Schuette und Linkswiler (32) verglichen in ihren
Untersuchungen am Menschen die Aziditit einer erhéhten Fleischzufuhr
mit einer isonitrogenen, aus isolierten Protelnen zusammengestellten und
im Gehalt an schwefelhaltigen Aminoséduren identischen Diat, die mit
saurem Phosphat an die Phosphatzufuhr aus Fleisch angepafit wurde.
Wihrend das saure Phosphat zur Gesamtsaureausscheidung beitrug,
rihrte die Gesamtaziditidt nach Fleischverzehr hauptsichlich aus der
Schwefeloxidation her.

Die Erhéhung des Phosphorgehaltes unserer Versuchsdiiten (mit 40 J%
Protein) von 0,6 auf 1,2 % wurde ausschlief3lich durch Zusatz des sauren
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Calciumbis-dihydrogenphosphats [Ca(H;PO,), x H,0] erreicht. Wir beob-
achteten bei erhéhter Phosphorzufuhr trotz eines gesteigerten Anteils der
titrierbaren Aziditdt im Urin und demzufolge einer gleichzeitigen Erho-
hung der Gesamtsiureausscheidung eine reduzierte Kalziurie. Schuette et
al. (31) bestitigen in ihren Untersuchungen am Menschen, daB3 eine Sup-
plementierung der Nahrung mit sauren Phosphaten (Kaliumdihydrogen-
Phosphat) die renale Calciumausscheidung senkt, aber die titrierbare
Aziditat und Gesamtsaureausscheidung erhéht, wahrend Protein und
schwefelhaltige Aminosauren eher die Ammoniumausscheidung und nur
in geringem MaRe die titrierbare Aziditat beeinflussen. Die Aziditat des
Supplementierten Phosphors hat dennoch einen Einfluf3 auf die renale
Calciumausscheidung, da neutrale Phosphate eine etwa 30% gréfBere
hypokalziuretische Wirkung als saure Phosphate entfalten sollen (23).

Die renale Magnesiumausscheidung stand in unserer Studie ebenso wie
die Calciumausscheidung bei gesteigerter Proteinzufuhr in engem
Zusammenhang mit allen Saure-Basen-Parametern im Urin. Eine erhéhte
Phosphorzufuhr fithrte ebenfalls trotz eines Anstiegs der titrierbaren Azi-
ditat im Urin zu einer Senkung der renalen Magnesiumexkretion.
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