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SAMMENDRAG

Bakgrunn:

Homocystein er en aminosyre som kan males i blodet. Homocystein er en indikator
pa kroppens B-vitaminstatus og en viktig risikofaktor for hjertekarsykdom som man
fremdeles har liten kunnskap om. Homocystein har muligens ogsé betydning for
utvikling av kreft.

Homocysteinundersekelsen i Hordaland ble gjennomfert i 1992-93 1 samarbeid
mellom Statens Helseundersgkelser (SHUS) og Universitetet i Bergen. Denne
undersokelsen har allerede gitt ny viten om sammenhenger mellom homocystein og
etablerte risikofaktorer for hjertekarsykdom, blant andre reyking. Undersgkelsen
omfatter over 18,000 individer, som ved basisundersekelsen var i aldersgruppene 40-
42 &r og 65-67 4r, er den storste i sitt slag og en viktig kilde til ny viten om
homocystein.

Hensikt:
Vinne ytterligere kunnskap om homocystein og B-vitaminers betydning for kroniske
sykdommer.

Prosjekt:

Statens helseundersekelser vil i forbindelse med Hordalandsundersgkelsen (HUSK)
1997-99 invitere alle de eldste kohortmedlemmene samt en tredjedel av de yngste
deltakerne fra 1992-93 til ny undersekelse. lalt ca. 9000 personer vil bli invitert og
deltakelse bygger pa skriftlig informert samtykke.

I tillegg til SHUS standardundersgkelse vil vi gjennomfere en detaljert
kartlegging av kostholdet ved hjelp av et kostsparreskjema utviklet av Avdeling for
kostholdsforskning ved Universitetet i Oslo. Dette er viktig blant annet fordi kostens
innhold av folat og vitamin B-12 har betydning for homocystein.

I blodprover vil vi méle homocystein pa nytt, male andre B-vitaminer og B-
vitaminmarkerer. Vi vil ogsa méale i gener som koder nekkelenzymene i
homocystein/folat metabolismen.

Personer med sterkt forhoyet homocystein og tegn pa alvorlig folat eller vitamin
B12 mangel vil fa tilbud om etterundersekelse.

Blodpravene vil lagres med tanke pa fremtidig bestemmelse av faktorer som
har sammenheng med B-vitaminomsetningen og betydning for senere
sykdomsutvikling.

Deltakerne vil folges opp med tanke pa fremtidig sykdom ved hjelp av
sykehusenes diagnoseregistre, Kreftregisteret, Dadsérsaksregisteret og andre
sykdomsregistre.

Betydning:
Prosjektet er det sterste i sitt slag og resultatene vedrgrende homocystein og B-
vitaminers rolle for kroniske sykdommer ventes & fa betydning ogsé internasjonalt.



BAKGRUNN

Homocystein er en svovelaminosyre som malt i blodet er en risikofaktor for
hjertesykdom, cerebrovaskuler sykdom og perifer karsykdom, bade pa vene og arterie
siden (Boushey et al 1995; Perry et al 1995; Arnesen et al 1995; den Heijer et al 1995,
1996). Forhayet homocystein er en felsom indikator for mangel pa vitaminene B-12
og folat og kan skyldes medfedte enzymdefekter (bade alvorlige stoffskiftefeil (inborn
errors) som homocystinuri, heterozygote barertilstander for disse og hyppig
forekommende genetiske variasjoner i enzymene i homocysteinmetabolismen, som
for eksempel termolabil metylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR)).

1 1992-93 ble den sterste kohorten som finnes med homocysteinbestemmelser
pa alle deltakerne - 18043 individer i aldersgruppen 40-67 ar (Nygard et al 1995) -
etablert i Hordaland, som en del av Hordalandsundersgkelsen. Referanseomréder for
plasma totalhomocystein (tHcy) ble etablert, og klare sammenhenger ogsa til andre
livsstilsfaktorer enn forbruk av vitamintabletter, frukt og grennsaker (folatrike
matvarer) ble funnet: Plasma tHcy var forheyet blant raykere, og blant individer med
hoyt kaffeforbruk og liten fysisk aktivitet. I tillegg var homocystein forhayet ved
tilstedeverelse av andre sterke risikofaktoer for hjertekarsykdom, inkludert forhayet
kolesterol og blodtrykk, hey alder, og blant menn (Nygérd et al 1995).

Det er nylig pavist hyppig forekommende genetisk variasjon i nokkelenzymet
metylentetrahydrofolatreduktase (MTHFR) i homocystein/folat metabolismen (Kang
et al 1991, Frosst et al1995). En C677T mutasjon i MTHFR-genet forekommer 1 10 %
av befolkningen i Hordaland og er forbundet med nedsatt aktivitet/termolabilitet i
enzymet og lett forhgyet homocystein (Ueland og Refsum 1996; Guttormsen et al
1996). Forelopige studier har bade funnet og ikke funnet sammenheng mellom denne
mutasjonen og hjertekarsykdom (Kang et al 1991; Kluijtmans et al 1996; Motulsky
1996). Dagens tenkning gér i retning av at kombinasjonen av lavt folatinntak og
mutasjonen kan vere uheldig med tanke pa senere sykdomsutvikling.

Homocysteinkohorten i Hordaland falges né prospektivt og det er i gang
arbeid (med driftsstette fra Norges forskningsrad) for & etablere registering av
sykehusinnleggelser for hjertekarsykdom i Hordaland for de aktuelle aldersgruppene.

PROSJEKTFORSLAG

I forbindelse med HUSK 1997-99 vil vi invitere alle mannlige og kvinnelige
medlemmer av Homocysteinkohorten i Hordaland som var 65-67 &r i 1992-93, samt
alle 41-42 8rige deltakere av begge kjonn bosatt i kommunene Bergen, Askay, Fiell
og Os (undersokelsen begrenser seg til disse gruppene av kostnadshensyn).

Alle som innkalles vil gjennomga SHUS standard undersekelse (sperreskjema, hayde,
vekt, blodtrykk, kolesterol, HDL) samt besvare HUSK-sperreskjema-I, avdeling for
kostholdsforsknings kostsperreskjema og et eget skjema med spersmal om
sykehusinnleggelse og sykdommer i perioden siden forrige undersgkelse 1 1992-93.
Det vil bli tatt en blodprave (fullblod og plasma) som vil fryses ned og lagres.




Tabell 1: Antall deltakere fra Bergen, Askay, Os, Fjell

1992-93 Inviteres 1998-99
Alder Antall I live 1997 80% deltakelse
65-67 4766 4521 3616
40-41 5016 4978 3982
SUM 9499 7600

Formal

1.

Registrere sykdomsopptreden av alle slag i siden forrige undersekelse, og relatere
sykdom til plasma totalhomocystein malt i 1992-93.

Underseke kostvaner for 4 studere sammenhengen mellom kosthold, B-
vitaminstatus og plasma totalhomocystein.

. Undersoke endringer i plasma totalhomocystein over en 5-7 &rs periode.

. Bestemme C677T mutasjon i metylentetrahydrofolatreduktase genet og studere

dennes relasjon til sykdomsopptreden og interaksjoner med folatinntak, livsstil og
vitaminstatus som determinant for forhegyet homocystein.

DATAINNSAMLING

Sperreskjemaer

1.

2.

Statens helseundersekelsers standardskjema (vedlagt).

Avdeling for kostholdsforskning ved Universitetet i Oslo har utviklet et
kvantitativt sperreskjema for kostholdsregistrering. Dette skjemaet er optisk lesbart
og det har vert utviklet og validert fra 1989 (Nes et al 1992, Solvoll et al 1993;
Spyland et al 1994; Seyland et al 1993, Andersen et al 1995a; Andersen et al
1995b, Andersen et al 1996). Skjemaet kartlegger deltakernes vanlige
kosthold over en viss periode (vanligvis i lapet av det siste &ret) og inneholder
sporsmal om inntak av 180 matvarer. Skjema er vedlagt.

For at ikke byrden pa deltakerne skal bli for stor, planlegger vi & benytte et kortere
skjema 2 blant disse deltakerne. Hovedhensikten er & kartlegge sykdom siden
forrige undersekelse i 1992-93. Dette gjelder i ferste omgang tilstander der
deltakeren ikke har vert innlagt pa sykehus, som for eksempel hjerneslag og
perifer karsykdomvkirurgi. Vi har tidligere fatt tillatelse av Datatilsynet til &
registrere retrospektivt sykehusinnleggelser blant deltakerne i homocysteinstudien.
I tillegg vil vi bruke en del spersmél som inngér i skjema 2,inkludert sosial stofte,



depresjon, livskvalitet, sevn, symptomer pé Sjegrens syndrom, og hundehold. Den
endelige utformingen av dette skjemaet er ikke ferdig.

Biokjemiske og genetiske malinger av folatstatus
Folgende méalinger planlegges i blodpraven:

Plasma total homocystein

Vitaminene B-6, B-1, B-2, B-12, folat

MMA (metylmalonsyre), marker for B-12 mangel

Polymorfisme (variasjon) i MTHFR-genet

Polymorfismer i andre gener av betydning for B-vitaminomsetningen

Genene som skal studeres er ikke sykdomsgener (ikke direkte &rsak til bestemt
sykdom), men reflekterer variasjoner i B-vitaminomsetningen og kan veere viktige for
4 finne ut hvorfor de samme miljofaktorer (her kosthold og inntak av B-vitaminer) har
forskjellig betydning og virkning hos forskjellige individer.

Fordi folatnivaet i serum og celler ikke noyaktig reflekterer folatfunksjonen pé
det cellulzre niva, har andre markerer for lavt folatnivé veert brukt. En slik marker pa
folatfunksjonen er homocystein (Ueland et al 1993). Intracelluleer metabolisme av
homocystein avhenger av folat og vitamin B12. Mangler, eller lave nivéer, av disse
vitaminene inhiberer omsetning av homocystein til metionin, og homocysteinnivéet i
plasma stiger.

Allelefrekvensen av 677C->T mutasjonen i MTHFR bestemmes ved hjelp av
kapiller elektroforese med laserindusert fluoresensdeteksjon (Goyette et al 1995;
Frosst et al 1995).

Sykdomsoppfelgning

Vi vil ved hjelp av sparreskjema og egenrapportering samle inn opplysninger om
sykdomsinsidens mellom Homocysteinundersgkelsen i 1992-93 og HUSK. Det vil
sperres om alle sykehusinnleggelser, opptreden av ny alvorlig sykdom med hovedvekt
pé hjertekarsykdom, cerebrovaskuler sykdom og nevrologiske lidelser.

Vi er ogsa i ferd med & opprette et insidensregister for all hjertekarsykdom og
cerebrovaskular sykdom for medlemmene i Homocysteinkohorten (arbeidet er stottet
av Norges forskningsréd og godkjent av Statens helsetilsyn og Datatilsynet).
Sperreskjemaopplysningene vil saledes for visse sykdomsgrupper kunne valideres
mot insidensregisteret.

Kohorten vil folges videre med tanke pa sykdomsopptreden etter denne
undersgkelsen ved hjelp av sykehusenes diagnoseregistrering, kreftregisteret,
Daodsarsaksregisteret og andre sykdomsregistre.

Statistiske metoder

Resultatene fra studien vil analyseres med standard teknikker som multippel regresjon
(gaussisk og logistisk), enveis variansanalyse (inkludert t-tester). Det vil legges vekt
pa & supplere parametriske med ikke-parametriske metoder i beskrivelsen av data
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(medianer, kvartiler) og for eksempel boksplott. Programvare som vil bli benyttet er
SPSS for Windows og S-Plus.

Forsgksstarrelse

Sammenheng mellom homocystein og insident hjerte-karsykdom. Vi fokuserer her pa
de eldste medlemmene i Homocysteinkohorten, 4766 i 1992-93. Basert pa norske
levetidstabeller vil det over en 5 &rs periode ha veert ca 500 dedsfall i denne gruppen
og Vi antar et tilsvarende stort antall insident hjertekar/cerebrovaskulaer sykdom. I
denne studien vil 500 sikre tilfeller av dedsfall eller ny hjertekar/cerebrovaskuler
sykdom sammenlignes med populasjonsbaserte kontroller. Vér studie vil vare sterre
enn tidligere prospektive studier som har funnet en sammenheng mellom homocystein
og koronar hjertesykdom (Arnesen et at 1995: 123 tilfeller og 4 kontroller per tilfelle;
Stampfer et al 1992: 271 tilfeller og 271 kontroller) eller slagsykdom (Perry et al
1995: 107 tilfeller og 118 kontroller).

Sammenhenger mellom kosthold og homocystein. Kostholdsskjemaet vil bli gitt til
minst 6000 personer. P4 grunn av skonomiske betraktninger vil biokjemiske markerer
for homocysteinmetabolisme/B-vitaminstatus bli malt i et utvalg pa 250 i hver alders
og kjennsgruppe (45-47 og 72-74, menn og kvinner), totalt 1000 personer.

Fra Hordalandsundersgkelsen 1992-93 vet vi at plasma tHcy har et standard avvik pa
ca. 4 pmol/L (Nygard et al 1995). Forskjeller mellom grupper er klinisk og praktisk
relevant fra ca. 1.5-2.0 pmol/L. Ved standard forsgkssterrelseformler (to-sidig
signifikansniva=0.05 og styrke 0.80) trengs det da henholdsvis 112 og 63 personer i
hver av to like store grupper for & pavise en forskjell pa 1.5 og 2 umol/L (Armitage &
Berry 1994). Vi er derfor godt rustet til & studere forskjeller i tHcy ogsa i mindre
undergrupper av materialet. For studier av korrelasjoner gir den foreslatte
studiestarrelsen anledning til & studere sammenhenger som er mindre enn de som er
praktisk og klinisk relevant. For eksempel trengs det 193, 346, og 782, og 3137
personer for 4 kunne detektere korrelasjoner pé 0.20, 0.15, 0.10 og 0.05 med en to-
sidig test ved signifikansnivé pé 0.05 og med en styrke pa 80 prosent (Machin og
Campbell 1987, side 92).

TILBAKEMELDING

Personer med sterkt forhayet homocystein (> 40 pmol/L) og tegn pa alvorlig folat
eller vitamin B12 mangel vil fa tilbud om etterundersekelse. Dette er samme kriterium
vi benyttet ved forrige undersokelse som resulterte i oppfelgning av 67 personer av ca.
18,000. Dette betyr at vi vil gi tilbud om etterundersekelse til 20-30 personen denne
gangen.

KONFIDENSIALITET

Sperreskjemaopplysningene vil oppbevares knyttet til deltakernes fedselsnummer ved
Statens helseundersekelser i Oslo. Det vil ogsa genereres et lopenummer for hver
enkelt deltaker i undersekelsen.

Ved Universitetet i Bergen vil vi kun oppbevare datafiler med lepenummer og ikke
personidentitet. Resultatene for de genetiske analysene vil bare oppbevares i Bergen
knyttet til lopenummeret. Lopenummeret vil aldri benyttes til & knytte resultat fra
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genanalyser til den enkelte persons identitet. Koplinger om sykdom som oppstar etter
underspkelsen vil skje ved hjelp av lopenummeret.

ETISKE ASPEKTER VED PROSJEKTET

Seknader om godkjenning av dette prosjektet vil bli sendt Datatilsynet og
Regionaletisk komite. De foreslatte metodene har tidligere blitt godkjent i andre
epidemiologiske prosjekter.

Vi vil studere variasjoner i et gen (MTHFR-genet) som har betydning for B-
vitaminomsetningen. De tre mulige genvariantene finnes hos ca. 10, 40 eller 50
prosent av den friske befolkningen. Genvariantene er ikke arsaksfaktorer til sykdom,.
men de kan kanskje bidra til & forklare hvorfor forskjellige mennesker har ulikt behov
for forskjellige B-vitaminer. For eksempel er en mulig bruk & finne ut om en person
kan ha serlig nytte av et B-vitaminrikt kosthold eller tilskudd med B-vitaminer.

Blodprevene vil lagres for senere 4 kunne underseke pé faktorer (biokjemiske
og genetiske) knyttet til B-vitaminomsetningen og som har mulig betydning for
senere utvikling av sykdom.

Personer med sterkt forhoyet homocystein og tegn pa alvorlig folat eller
vitamin B12 mangel vil fa tilbud om etterundersakelse.

Genanalysene vil aldri knyttes til den enkelte deltakers personidentitet og
ingen tilbakemelding vil bli gitt.
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