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Bakgrund och mal: Kolorektal cancer &r den fjarde vanligaste formen av cancer i varlden och den tredje vanligaste i Finland. Man
raknar med att ungeféar en tredjedel av fallen uppkommer som en féljd av livsstilsfaktorer. En del undersékningar har till och med
foreslagit att 30 - 70 % av fallen kan bero pa kosten. En kost med en mindre mangd rétt och processat kott, har i en del
undersokningar kunnat ses kopplas till en mindre risk for kolorektal cancer. Processat kott anses ha ett dvertygande samband med
kolorektal cancer och rott kdtt anses aven ha ett troligt samband. En méjlig orsak till detta kan vara bildningen av N-nitroso féreningar
(NOC) som det roda och processade kottet kan ge upphov till. NOC anses vara potentiellt cancerframkallande foreningar da de star
i kontakt med tarmens yta. Malet med den har avhandlingen var att undersoka om det finns nagon skillnad i méangden NOC i
avforingen hos friska manniskor, da man ersatter protein fran animaliska kallor i kosten, med samma mangd protein fran plantkéllor.

Material och metoder: Avhandlingen ar en del av undersdkningen ScenoProt vid Helsingfors universitet, dar man undersoker vilken
paverkan dieter med olika typer av proteinkallor har pd markdérer for halsa. Undersokningen utfordes 2017 och var en kontrollerad
klinisk interventionsstudie med parallell och randomiserad design. Deltagarna var frivilliga friska manniskor i aldrarna 20 - 69 ar.
Interventionsperioden pagick under 12 veckors tid och deltagarna delades in i tre olika kostgrupper. | grupp 1 (n=48) bestod andelen
proteiner i kosten av 70 % djurproteiner och 30 % plantproteiner, i grupp 2 (n=48) 50 % djurproteiner och 50 % plantproteiner och i
grupp 3 (n=49) 30 % djurproteiner och 70 % plantproteiner. Avféringsprover samlades in fore interventionsperiodens bérjan och
under dess sista vecka. Deltagarna fyllde i matdagbok under fyra dagar fore interventionsperioden, fyra dagar under dess sista
vecka och under en dag per tre veckor under periodens tid. Avféringsproverna analyserades for mangden N-nitroso féreningar, N-
hem féreningar och N-tiol féreningar med en NO-analysator som mater den kvaveoxid som frigors fran kvaveféreningar. De
statistiska analyserna utférdes med IBM SPSS Statistics. Variansanalyser mellan grupperna utférdes med Bonferroni test och
korrelation undersoktes med Pearson test. For statistisk signifikans anvandes gransen <0,05.

Resultat: Den slutliga mangden deltagare var 136 manniskor, 107 kvinnor och 29 man. Man kunde se en dosberoende minskning i
den totala méangden NOC mellan grupperna (grupp 1: 4,0 = 2,4, grupp 2: 3,2 = 1,8, grupp 3: 2,7 + 1,5 pmol/mg). Det fanns en
betydelsefull skillnad i méngden N-nitroso foreningar (p=0,000), N-hem féreningar (p=0,000) och mé&ngden N-tiol féreningar
(p=0,030) mellan grupperna 1 och 3 under slutet av interventionsperioden. En betydelsefull skillnad i médngden N-hem féreningar
(p=0,035) mellan grupperna 2 och 3 observerades ocksd. Mangden protein i kosten korrelerade inte med mangden NOC i avféringen
(p=0,622), daremot korrelerade det totala fiberintaget och mangden NOC (0,036). Avforingsvikten okade stegvis fran grupp 1 till
grupp 3 och avféringsvikten kunde ses korrelera med méngden fiber (p=0,000) och mangden NOC (p=0,000).

Slutledningar: Ersattning av djurproteiner med plantproteiner i kosten far till stdnd en dosberoende minskning av mangden NOC i
avforingen. Déarfor kan en kost med en storre mangd plantproteiner och en mindre méngd djurproteiner, till viss del skydda mot
utvecklingen av kolorektal cancer. Den tkade méangden fiber i en plantproteinbaserad kost kan till viss del bidra till den observerade
minskningen av NOC, eftersom fiber i vissa fall kunnat ses hamma bildningen av NOC. Utgdende fran resultat fran tidigare
undersokningar, ar det &nda mest troligt att skillnaden i NOC till storsta del beror p& skillnaden i proteinkallor.
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Tiivistelma/Referat — Abstract

Background and aim: Colorectal cancer is the fourth most common form of cancer in the world and the third most common in
Finland. One third of the cases are supposed to origin from lifestyle factors. Some studies have even suggested that as much as
30 - 70 % of the cases can originate from the diet. A diet with a smaller amount of red and processed meat has in some studies
been associated to a smaller risk for developing colorectal cancer. Processed meat is considered to have a convincing connection
to colorectal cancer and red meat is considered to have a possible connection. A possible explanation to this can be the formation
of N-nitroso compounds (NOC) which arises from red meat. NOCs are considered to be potentially cancer-causing compounds,
when they come in contact with the surface of the intestine. The aim of this study was to examine whether there is a difference in
the amount of NOCs in the faeces among healthy humans, when replacing proteins from animal sources in the diet with an equal
amount of proteins from plant sources.

Material and methods: This thesis is a part of the study ScenoProt at the University of Helsinki. ScenoProt examines which effect
diets with different types of protein sources have on markers for health. The study was conducted in 2017 as a controlled clinical
intervention study with parallel and randomized design. The participants were voluntary healthy humans between the ages of 20 and
69 years. The intervention period lasted 12 weeks and the participants were allocated into three different diet groups. In group 1
(n=48) the amount of protein in the diet consisted of 70 % animal proteins and 30 % plant proteins, in group 2 (n=48) 50 % animal
proteins and 50 % plant proteins and in group 3 (n=49) 30 % animal proteins and 70 % plant proteins. Faecal samples were collected
before the intervention period and during its last week. The participants kept a food diary four days before the intervention period,
four days during its last week and 1 day/three weeks during its time. Faecal samples were analysed for the amount of N-nitroso
compounds, N-haem compounds and N-thiol compounds with a NO-analyser that measures the nitrogen oxide released from
nitrogen compounds. The statistical analyses were carried out with IBM SPSS Statistics. Variance analysis between groups were
carried out with Bonferroni test and correlation was examined with Pearson test. As the limit for statistical significance, <0,05 was
used.

Results: 136 participants, 107 women and 29 men, completed the study. A dose-dependent decrease in total NOC concentration
was observed between the groups (group 1: 4,0 + 2,4, group 2: 3,2 + 1,8, group 3: 2,7 + 1,5 pmol/mg). There was a significant
difference in the amount of N-nitroso compounds (p=0,000), N-haem compounds (p=0,000) and N-thiol compounds (p=0,030)
between groups 1 and 3 at the end of the intervention. A significant difference in N-haem compounds (p=0,035) was also observed
between groups 2 and 3. The amount of protein in the diet didn’t correlate with the amount of NOC in the faeces (p=0,622), whereas
the total intake of fibre did correlate with the amount of NOC (0,036). The faecal weight increased gradually from groups 1 to 3 and
the weight correlated with the amount of fibre (p=0,000) in the diet and the amount of NOC (p=0,000).

Conclusion: A replacement of animal proteins with plant proteins in the diet leads to a dose-dependent decrease in the amount of
NOC in the faeces. A diet with a greater amount of plant proteins and a smaller amount of animal proteins might therefore protect
against the development of colorectal cancer. The increased amount of fibre in a plant protein-based diet might to some extent
contribute to the decrease in NOC, since fibre in some cases has been seen to decrease the formation of NOC. Seen to previous
studies, it is however most likely that the decrease in NOC is mostly attributed to the differences in protein sources.
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1. INLEDNING

Kolorektal cancer ar den fjarde vanligaste formen av cancer i hela varlden (WCRF 2017) och i
Finland den andra vanligaste cancerformen hos kvinnor och den tredje vanligaste hos man
(Suomen syoparekisteri 2016). Gallande dodlighet i nagon typ av cancer ligger kolorektal
cancer i toppen bland icke-rokare i valutvecklade lander, vilket innebar att forebyggande av
kolorektal cancer ar av betydelse for den globala hdlsan (Bastide m.fl. 2011). Man rdknar med
att ungefar en tredjedel av fallen beror pa livsstilsfaktorer, av vilka kosten ar en betydelsefull
del (Jarvinen m.fl. 2013). | en del undersdkningar har man till och med uppskattat att sa

mycket som 30-70 % av fallen kan ha en bakgrund i kosten (Miller m.fl. 2013).

Speciellt en hég konsumtion av processat kott och rott kott anses dka risken for kolorektal
cancer (Norat m.fl. 2005, WCRF 2017). En kost med stora mangder rott och processat kott har
i meta-analyser av prospektiva studier kunnat kopplas till en 6kad risk for kolorektal cancer
jamfort med en kost med mindre mangder rott och processat kott (Chan m.fl. 2011, Larsson
m.fl. 2006). | flera undersokningar har man ocksa kunnat se att halten av N-nitroso féreningar
ofta ar betydligt hogre i avféringen hos de som atit en kost med mycket rott kott, jamfort med
de som &tit en kost som innehaller litet rott kott eller ar plantbaserad (Joosen m.fl. 2009,
Kuhnle m.fl. 2007). En orsak till sambandet mellan kolorektal cancer och rétt och processat
kott, kan vara bildningen av N-nitroso foreningar som kottet antas ge upphov till (Tricker m.fl.

1991).

N-nitroso agenter kan bildas da aminer eller amider reagerar med nitroserande agenser, vilka
harstammar fran nitriter och nitrater (Dunrow m.fl. 2010). Speciellt i processat kott finns det
rikligt av aminer, amider och nitriter (Tricker m.fl. 1991). R6tt kott innehaller dven stora
mangder hemjarn, som i en del fall kunnat ses framja bildningen av N-nitroso féreningar (Cross
m.fl. 2004). N-nitroso foreningar kan vara karcinogena da de star i kontakt med tarmens yta
och de anses vara antagligen cancerframkallande foreningar fér manniskan (IARC 2006). De
metaboliter som harstammat fran N-nitroso féreningar kan ge skador pa DNA och genom

denna mekanism 6ka risken for kolorektal cancer (Alfadda m.fl. 2012).

Malet med den har undersdkningen ar att undersdka om det finns nagon skillnad i mangden
N-nitroso foreningar i avforingen mellan friska manniskor, d@ man ersatter en del av

djurproteinkallorna i kosten med plantproteinkallor. Materialet till den har undersdkningen



har erhadllits fran undersdkningen ScenoProt, dar man undersdker vilken paverkan en
ersattning av djurproteiner med plantproteiner i kosten har pa markaérer for halsa. ScenoProt
ar en kontrollerad klinisk interventionsstudie, med randomiserad och parallell design.
Deltagarna var frivilliga friska manniskor och de delades in i tre olika dietgrupper, dar olika
stora andelar djurproteinkdllor i kosten ersattes med plantproteinkallor.
Interventionsperioden utférdes under varen 2017 och pagick i 12 veckors tid. | min avhandling
anvande jag mig av de avforingsprover som samlats in fore interventionsperiodens bérjan och
under dess sista vecka, for analysen av totala mangden N-nitroso féreningar, N-hem

foreningar och N-tiol foreningar.



2. LITTERATUROVERSIKT

2.1 Kolorektal cancer

2.1.1 Incidens och utbredning

Kolorektal cancer ar ett gemensamt namn for tjocktarmscancer och andtarmscancer. | Finland
var den aldersstandardiserade incidensen for tjocktarmscancer bland kvinnor 35,44/100 000
personer och bland man 42,09/100 000 personer ar 2016 (Suomen syoparekisteri 2016).
Motsvarande siffror for andtarmscancer var 16,03/100 000 fér kvinnor och 28,34/100 000 for
man. Ar 2016 konstaterades 3360 nya fall av tjocktarms- och dndtarmscancer i Finland. Av
dessa fall konstaterades 1625 hos kvinnor och 1735 hos man (Suomen syoparekisteri 2016).
Medelaldern for att insjukna i andtarmscancer ar 70 ar medan medeldldern for
tjocktarmscancer ar 72 ar. Hos de som ar yngre an 40 ar konstateras 2 - 3 % av fallen och hos

de som dr yngre an 50 ar konstateras ungefar 10 % av fallen (Jarvinen m.fl. 2013).

Dodligheten i tjocktarmscancer varierar mycket beroende pa i vilket skede cancern ar vid
operationstillfallet. | Finland lever i medeltal ungefar 81% av patienterna ett ar efter diagnos
medan motsvarande siffra for fem ar efter diagnos ar 64%. Fallen av kolorektal cancer ar farre
i Finland an i 6vriga delar av Norden, men det dr anda den tredje vanligaste cancerformen i

Finland efter bréstcancer och prostatacancer (Suomen syoparekisteri 2016).

| hela varlden ar kolorektal cancer den fjarde vanligaste typen av cancerdiagnos, med en
incidens pd 19,7% ar 2018. Gallande cancertypernas mortalitet ligger kolorektal cancer pa en
tredje plats, med cirka 881 000 estimerade dodsfall ar 2018, efter lungcancer och brostcancer
(Bray m.fl. 2018). Beroende pa var i varlden man befinner sig ser incidensen for kolorektal
cancer olika ut. Generellt sett ar kolorektal cancer vanligare i lander med hogre
levnadsstandard och hogre socioekonomisk utveckling. Storst ar incidensen i delar av Europa,
Australien och Nya Zealand, Nordamerika och 6stra Asien. | de flesta delarna av Afrika och i
sodra Asien finns ddremot nagra av de lagsta incidenserna for kolorektal cancer (Bray m.fl.

2018).

2.1.2 Typer av kolorektal cancer

Kolorektal cancer utvecklas under lang tid i tarmens slemhinna. Det kan ta manga ar fore

godartade adenom i tarmen utvecklas till cancer som féljd av ytterligare tillvaxt och



forandringar. De typer av kolorektal cancer som inte ar arftliga upptacks oftast forst efter 60
ars alder, men cancern har fore det har kunnat utvecklas under 10-20 ar (Carethers m.fl.
2015). Ungefar 95 % av fallen av kolorektal cancer ar adenokarcinom, vilket innebar att
tumorerna utvecklas fran epitelceller och ar kortelartade. Mucinas karcinom, engl. mucinous
carcinom, och adenoskvamost karcinom, engl. adenosquamos carcinom, ar tva andra typer
(WCRF 2017). Mucinas karcinom ar en cancertyp som uppstar i de celler som beklar den inre
ytan av tarmen och producerar slem. Adenoskvamdos karcinom ar en cancertyp som innehaller
tva olika typer av celler, skvamdsa platta celler och kortelliknande celler (National Cancer

Institute 2018).

En del av fallen av kolorektal cancer har en genetisk bakgrund. Risken for att insjukna i
kolorektal cancer kan i en del fall paverkas av samverkan mellan flera olika gener. Polypotiska
arftliga former av tjocktarmscancer ar ett exempel pa det har. Familjar adenomatds polypos
(FAP) ar en av dessa former. Vid denna sjukdom bildas forst ofarliga vaxter i tjocktarmen som
sedan kan utvecklas till cancertumarer. Det har ar en arftlig och kronisk sjukdom dar man fran
borjan har en felaktig allel av tumor suppressorgenen APC (Lynch m.fl. 2003). Om man darfor
under sin livstid far en mutation i den enda friska allelen eller genvarianten, kommer det att
leda till att kolorektal cancer utvecklas. Vid FAP uppkommer kolorektal cancern oftast tidigare

an den brukar, ofta redan runt 40 ars alder (Weitz m.fl. 2005).

Lynch syndrom eller hereditar nonpolyposis kolorektal cancer (HNPCC), engl. hereditary non-
polyposis colorectal cancer, ar en typ av mutation som okar risken fér manga olika
cancertyper, daribland kolorektal cancer. Lynch syndrom star for ungefar 1-5 % av fallen av
kolorektal cancer. Det har dr en icke-polypotisk form av kolorektal cancer som beror pa
felaktigheter i DNA-reparationsgenerna (MMR), engl. mismatch repair genes (Aaltonen m.fl.
1998). Mutationer i MMR generna kan gora en person mera utsatt for kolorektal cancer och
dven en del andra former av cancer (de la Chapelle m.fl. 1995). En person som har den har

mutationen har t.ex. dver 80% risk att fa cancer fore 75 ars alder (Vasen m.fl. 1996).

2.1.3 Bakomliggande orsaker

De bakomliggande orsakerna for tjocktarms- och andtarmscancer eller kolorektal cancer kan
vara bade genetiska faktorer och livsstilsfaktorer. Man antar att ungefar tva tredjedelar av

kolorektal cancerfallen har sin bakgrund i faktorer som varken ar arftliga eller har att géra med
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andra bakomliggande sjukdomar (Carethers m.fl. 2015). Dessa tva tredjedelar bestar darmed
av bland annat kost, miljé och ovriga livsstilsfaktorer. | en undersdkning fran Storbritannien
foreslar man till och med att nastan 45% av fallen kan ha en bakgrund i tre faktorer (alkohol,
litet fiber, kott) som har att géra med kosten (Parkin m.fl. 2011). Rokning, 6vervikt/fetma och
brist pa fysisk aktivitet ar tre andra livsstilsfaktorer som ocksa har samband med 6kad risk for
kolorektal cancer (Parkin m.fl. 2011). Overvikt (speciellt bukfetma), rékning, alkohol och fér
litet fysisk aktivitet ar dven riskfaktorer som namns i WCRFs rapport om kolorektal cancer
(WCRF 2017). Tarmflorans sammansattning antas dven spela en roll for utvecklingen av
kolorektal cancer, men det ar annu oklart exakt hur stor dess roll ar (Jahani-Sherafat m.fl.
2018). Aven inflammatoriska tarmsjukdomar kar risken for att insjukna i kolorektal cancer,

sasom Crohns sjukdom och ulcerds kolit (Beaugerie m.fl. 2015, Eaden m.fl. 2001).

Gallande genetikens del i uppkomsten av kolorektal cancer, har man under den senaste tiden
kunnat se att genfel som samlas i tarmens slemhinneceller kan ha betydelse fér uppkomsten
(Jarvinen m.fl. 2013). Genmutationer som kan oka risken for kolorektal cancer, kan dven
uppsta som en foljd av olika livsstilsfaktorer. Sadana livsstilsfaktorer kan t.ex. gélla ndringen. |
epidemiologiska undersokningar har man fatt fram resultat som tyder pa att runt 30-70 % av
fallen av kolorektal cancer kan bero pa dieten (Miller m.fl. 2013). Speciellt en hog konsumtion

av rott och processat kott anses dka risken (WCRF 2017).

2.1.4 Forebyggande av kolorektal cancer

For personer i riskgruppen rekommenderas screening med hjalp av kolonoskopi och for 6vriga
immunologiskt blodtest av avforingen. Forutom de som har genetisk bendgenhet att insjukna
i kolorektal cancer, borde man félja upp sadana som utgaende fran avféringsprover kan ha en
storre risk att fa kolorektal cancer. Detta kunde vara till nytta eftersom kolorektal cancer oftast
framskrider langsamt och kan utvecklas fran till en borjan ofarliga adenom. Man kunde dven
utfora screening for alla de som ar i aldern 55-65 ar, eftersom den storsta individuella och
mest betydelsefulla riskfaktorn pa befolkningsniva for tjocktarmscancer ar alder (Mecklin m.fl.
2016). Genom att tillagna sig en halsosam livsstil borde man dven kunna forhindra
uppkomsten av kolorektal cancer i viss man. Det héar inkluderar att man haller en halsosam
vikt, inte roker, motionerar regelbundet och undviker for stora mangder alkohol och rétt och

processat kott (WCRF 2017).

11



2.2 Kolorektal cancer och kost

Kosten ser ut att ha ett klart samband med risken for att insjukna i kolorektal cancer. | sin
rapport om kolorektal cancer fran 2017, konstaterade World Cancer Research Fund (WCRF)
att processat kott och alkoholdrycker ar de tva livsmedel vars samband med kolorektal cancer
ar overtygande. Sambandet mellan konsumtionen av rott kott och kolorektal cancer anses
dven vara troligt (WCRF 2017). International Agency for Research on Cancer (IARC), en del av
Varldshalsoorganisationen (WHO), engl. World Health Organization, klassificerade ocksa 2015
processat kott som en grupp 1 karcinogen (orsakar cancer) och rott kott som en grupp 2

karcinogen (orsakar troligtvis cancer) (Bouvard m.fl. 2015).

Det ar troligt att fullkorn, livsmedel med ett hogt fiberinnehall, mjélkprodukter och tillskott av
kalcium minskar risken for kolorektal cancer. Det finns dven begrdansade bevis for att fisk,
livsmedel som innehaller vitamin C och vitamin D kan skydda mot utvecklingen. Bevisen ar
dven begransade for ett positivt samband mellan ett lagt intag av starkelserika gronsaker, lagt
intag av frukt och mat som innehaller hemjarn (WCRF 2017). | foljande punkter kommer olika
delar av kosten att behandlas for att klargora kostens majliga roll i utvecklingen av kolorektal
cancer. Eftersom rott och processat kott ar av central betydelse gallande den har avhandlingen

kommer dessa att behandlas skilt i stycke 2.3.

2.2.1 Fjaderfa och fisk

Sambandet mellan konsumtionen av kyckling och kolorektal cancer har undersokts i manga
studier. En meta-analys med 23 studier visade pa att det inte finns nagot samband mellan kott
fran fjaderfa och kolorektal cancer (Carr m.fl. 2016). | en prospektiv kohortstudie sag man inte
heller att konsumtionen av vitt kott hade ett samband med en 6kad risk for kolorektal cancer,
istdllet observerade man ett svagt icke-betydelsefullt negativt samband (English m.fl. 2004).
Ytterligare tva andra prospektiva kohortstudier visade pa inget samband mellan koétt fran
fijaderfa och kolorektal cancer (Cross m.fl. 2010, Norat m.fl. 2005). Orsaken till att
konsumtionen av fjaderfa ibland visar ett omvdnt samband med risken att utveckla
tjocktarmscancer, kan bero pa att kott fran fjaderfa innehaller en mindre mangd hemjarn an
exempelvis rott kott. Darmed finns det i kyckling en mindre mangd hemjarn som kan framja

bildningen av N-nitroso féreningar i tarmen (Bingham m.fl. 2002).
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En annan orsak till bristen pa samband kan vara att de som konsumerar mera vitt kott 6verlag
har en halsosammare kost och livsstil. Man har kunnat se att de som ater mera kott fran
fjaderfa dven dter mera frukter, gronsaker, baljvaxter, fettsnala mjolkprodukter och fullkorn
samt mindre rott kott och processat kott (Miller m.fl. 2013). Dessa personer kan dven ha ett
lagre BMI och vara mera fysiskt aktiva. Det har innebar att alla dessa faktorer kan ha en
adderande positiv effekt pa halsan, vilket betyder att man inte kan dra slutsatsen att det
omvanda sambandet med kolorektal cancer endast beror pa konsumtionen av vitt kott i sig

(Miller m.fl. 2013).

Gallande fisk ar det annu oklart huruvida den har en skyddande effekt mot kolorektal cancer.
| en stor prospektiv kohortstudie utford i Europa med 6ver 478 000 manniskor sag man att fisk
har ett omvant samband med kolorektal cancer (Norat m.fl. 2005). Men WCRF konstaterade
anda i sin rapport fran 2017 att dven om det finns maojliga mekanismer genom vilka fisk kan
skydda mot kolorektal cancer, ar bevisen for detta begransade daven om de ar relativt
konsistenta (WCRF 2017). En mekanism genom vilken fisk kan ha en skyddande effekt, kan
vara fiskens hoga innehall av langkedjade n-3 polyomattade fettsyror. Sadana fettsyror ar
eikosapentaensyra och dokosapentaensyra och de forekommer framst i fet fisk. Dessa har i
in vitro studier och djurstudier kunnat ses hamma utvecklingen av kolorektal cancer (Larsson

m.fl. 2004).

2.2.2 Mjolkprodukter och kalcium

Till mjolkprodukter raknas forutom mjélkprodukter, sasom yoghurt och mjélk, aven ost. Det
ar sannolikt att konsumtion av mjolkprodukter minskar risken for kolorektal cancer (Cho m.fl.
2004, WCRF 2017). Det hér antas till stor del bero pa mjolkprodukternas innehall av kalcium.
Bakterier som producerar mjolksyra kan dven ha en skyddande effekt mot kolorektal cancer
(Norat m.fl. 2003). Man antar att effekten av kalcium beror pa att kalcium kan binda
okonjugerade gallsyror och fria fettsyror och ddarmed minska deras skadliga effekt i
tjocktarmen (Newmark m.fl. 1984). Andra mera moderna hypoteser géller att kalcium genom
att paverka olika cellsignaleringsvagar, kan minska cellféréokning och 6ka celldifferentiering,
vilket kan minska risken for cancer (Fedirko m.fl. 2009). Kalciumtillskott i sig sjalv skyddar

antagligen ocksa mot kolorektal cancer, i doser mellan 200 — 1000 mg per dag (WCRF 2017).
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2.2.3 Frukt och gronsaker

Frukt innehaller en hel del féreningar som kan ha anti-tumor och antioxidativa effekter. De
innehaller bl.a. mycket fiber, vitamin C, vitamin E, folat, flavonoider, polyfenoler och limonen
(LG m.fl. 2010). Pa grund av att en del av dessa foreningar kan fungera som antioxidanter, kan
de skydda cellerna i tarmen fran skador och reaktiva syreféreningar. Men bevisen gallande
sambandet mellan frukt och kolorektal cancer ar anda begransade. En meta-analys av
kohortstudier rapporterade att det nog finns ett positivt samband men att detta inte ar
betydelsefullt (Huxley m.fl. 2009). Man har dock kunnat se ett icke linjart dos-
responssamband mellan konsumtionen av frukt och kolorektal cancer, vid lag konsumtion av

frukt, under 100 g per dag (WCRF 2017).

Precis som med frukt innehaller grénsaker en hel del féreningar och @mnen som kan ha en
skyddande effekt mot cancer. Sadana féreningar ar t.ex. dietéra fiber, karotenoider, vitamin
C, vitamin E, selen, folat, flavonoider, fenoler, plantsteroler och limonen (Steinmetz m.fl.
1991). | de flesta studier har man dnda inte kunnat se ett klart omvant samband mellan intag
av varken frukt eller gronsaker och kolorektal cancer, vilket konstaterades bl.a. i en prospektiv
studie (Leenders m.fl. 2015). WCRF konstaterar dven i sin rapport om kolorektal cancer att det
finns begrdansade bevis for gronsakers samband med en minskad risk for kolorektal cancer,
men det finns mdjliga mekanismer som kan forklara ett eventuellt samband. Det finns dven
en del bevis for att ett Iagt intag, mindre an 100 g/dag, av gronsaker med litet starkelseinnehall

kan oka risken for kolorektal cancer (WCRF 2017).

2.2.4 Fiber

Fullkorn och livsmedel som innehaller dietdra fibrer anses ha en skyddande effekt mot
uppkomsten av kolorektal cancer (Aune m.fl. 2011, WCRF 2017). Fiber 6kar avforingens massa
och minskar tiden det tar for avféringen att transporteras genom tarmen (Song m.fl. 2015).
Det har innebér att halten av skadliga metaboliter blir férhallandevis mindre och ocksa att
deras verkningstid eller kontakt med tarmvaggarna minskar (Slavin m.fl. 2000). Fiber kan dven
ha en positiv inverkan via tarmfloran. Fiber hjalper till att uppratthalla en vdlmaende tarmflora
och kan orsaka forandringar i den, och darmed ocksa indirekt paverka tarmmikrobernas
bildning av olika bioaktiva féreningar (Fung m.fl. 2012, Hamer m.fl. 2008). Sadana féreningar
kan vara kortkedjade fettsyror sdsom butyrat (Topping m.fl. 2001). Fiber kan dven reglera det
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glykemiska svaret och skydda mot insulinresistens och via den mekanismen ha en skyddande

effekt mot kolorektal cancer (Pereira m.fl. 2002).

Speciellt bra ser fiber fran sadesslagsprodukter ut att vara. Det har kan bero pa att de forutom
fiber aven innehadller andra nyttiga foreningar, sasom polyfenoliska komponenter, folat,
vitamin E, selen, koppar, zink, lignin och fytoestrogen som kan ha en skyddande effekt mot
uppkomsten av tjocktarmscancer (Slavin 2000). Flera av dessa foreningar har antagligen i sig

sjalv en antikarcinogen effekt och kan fungera som antioxidanter (WCRF 2017).

2.2.5 Plantbaserad kost

Huruvida en plantbaserad eller en helt vegetarisk diet paverkar férekomsten av kolorektal
cancer har undersokts i ett antal studier. En sddan kost innehdller en storre andel
plantproteinkallor an en vanlig blandkost. | en populationsbaserad kohortstudie, undersokte
man sambandet mellan kolorektal cancer och dieter med olika mangder kott (Gilsing m.fl.
2015). I den undersokningen sag man att vegetarianer, pesceterianer (utesluter kétt och fagel)
och de som at kott 1 dag/vecka, hade en icke betydelsefull minskad risk for kolorektal cancer
jamfort med de som at kott 67 dagar/vecka. Denna skillnad berodde dock framst pa andra
skillnader mellan de olika dieterna och inte direkt pa skillnaden i mangden kott. Det var framst
intaget av fiber och sojaprodukter som inverkade pa skillnaden i risken foér kolorektal cancer
(Gilsing m.fl. 2015). Soja har t.ex. i en undersoékning kunnat ses minska mangden N-nitroso
foreningar i avforingen (Hughes m.fl. 2002). Man kunde daremot se att en ersattning av 5 %
av energin fran kottproteiner med 5 % av energi fran mjolkproteiner, horde ihop med en 24
% minskning i risken for kolorektal cancer. Men ingen skillnad kunde ses om man ersatte

proteiner fran kétt med proteiner fran plantkallor, agg eller fisk (Gilsing m.fl. 2015).

| en prospektiv studie fran Storbritannien som utférdes under en period pa 17 ar med 10 998
manniskor, observerade man att vegetarianer hade en relativ risk pa 0,85 for kolorektal cancer
jamfort med icke-vegetarianer (Sanjoaquin m.fl. 2004). Den har skillnaden var anda inte
statistiskt betydelsefull. Man sag dock ingen skillnad i kolorektal cancerrisk mellan icke-
vegetarianerna, beroende pa om de at en mindre eller storre mangd kott (Sanjoaquin m.fl.
2004). Aven i en annan prospektiv kohortstudie frdn Nordamerika kunde man se att
vegetarianer hade en relativ risk pa 0,78 for kolorektal cancer jamfért med icke-vegetarianer

(Orlich m.fl. 2015). I den har undersdkningen hade gruppen med pescovegetarianer en relativ
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risk pa 0,57 jamfort med icke-vegetarianer. Den relativa risken for lakto-ovo vegetarianer var
0,82, for veganer 0,54 och for semivegetarianer 0,92 jamfért med icke-vegetarianer.
Semivegetarianerna at en vegetarisk diet som inkluderade kott (exklusive fisk) en eller flera
ganger per manad och alla typer av kott (inklusive fisk) en eller flera ganger per manad men

hogst en gang per vecka eller mera séllan (Orlich m.fl. 2015).

Men alla studier har inte visat pa en minskad risk for kolorektal cancer med en vegetarisk kost.
| en prospektiv studie gjord i Storbritannien sag man tvartom att risken for kolorektal cancer
var hogre bland vegetarianer jamfort med icke-vegetarianer (Key m.fl. 2009). Skillnaden var
dven statistiskt betydelsefull. Cancerférekomsten var dock Iag i bada grupperna jamfért med
medeltalet for hela befolkningen och deltagarna i undersdkningen hade O&verlag en

halsosammare kost dn resten av befolkningen (Key m.fl. 2009).

Aven om det kan vara fr&nvaron av kétt eller minskad konsumtion av kétt som ger upphov till
de har forandringarna, finns det ocksa andra faktorer med en vegetarisk diet som kan inverka
pa risken. | en av studierna sag man att vegetarianer hade ett mindre intag av totalt fett och
mattat fett och ett hogre intag av fiber jamfort med icke-vegetarianer (Orlich m.fl. 2015). Man
har ocksa kunnat se att vegetarianer ater en mindre mangd forfinat spannmal, tillsatt fett,
sotsaker, snacks och kaloririka drycker. De hér ar alla faktorer som ocksa eventuellt kan bidra
till den nagot minskade risken for kolorektal cancer som ibland kan ses med en plantbaserad

diet (Orlich m.fl. 2014).

2.3 Kolorektal cancer och rott och processat kott

Ett samband mellan en 6kad risk for and- och tjocktarmscancer och konsumtion av rott- eller
processat kott har man sett i manga undersokningar (Norat m.fl. 2005). Med rott kott avser
man sadant muskelkott fran daggdjur som &r rott till fargen da det ar ratt, pa grund av dess
héga innehall av myoglobin (Jeyakumar m.fl. 2017). Till rott kott raknas darmed t.ex. notkott,
getkott, griskétt och lammkott. Processat kott ar sadant kétt som bearbetats genom t.ex.
rokning, saltning eller konservering (Bouvard m.fl. 2015). Rott och processat kott ar rikt pa
hemjarn, proteiner och fett (Tricker m.fl. 1991). WCRF konstaterar att sambandet mellan rott
kott och kolorektal cancer ar troligt (WCRF 2017) och IARC grupperar rott kott som en grupp

2 karcinogen (orsakar troligtvis cancer) (Bouvard m.fl. 2015). Det processade kottets samband
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med kolorektal cancer klassificeras som 6vertygande av WCRF, och IARC grupperar det dven

som en grupp 1 karcinogen (orsakar cancer).

| en prospektiv studie med 478 000 manniskor fran Europa sag man att kolorektal cancerrisk
hade ett positivt samband med en hogre konsumtion av rott och processat kott (Norat m.fl.
2005). Gruppen med hogst intag av rott och processat kott konsumerade >160 g/dag och
gruppen med minst intag <20 g/dag (Norat m.fl. 2005). | meta-analyser av prospektiva studier,
har man kunnat se att en hog konsumtionen av rott och processat kétt har ett samband med
okad risk for kolorektal cancer (Chan m.fl. 2011, Larsson m.fl. 2006). Aven i epidemiologiska
studier har samma trend fér en 6kad kolorektal cancerrisk kunnat ses (Aune m.fl. 2013). | flera
meta-analyser har man t.ex. kunnat se att varje 6kning av 100 g rott kott per dag och 50 g
processat kott per dag, okar risken for tjocktarms- och andtarmscancer med ungefar 20 %
(Chan m.fl. 2011, Xu m.fl. 2013). Orsakerna till varfor rott kott och processat kott ser ut att ha

ett samband med and- och tjocktarmscancer ar annu inte helt klara.

2.3.1 Hemjarn i rott kott

En orsak till det roda kottets samband med and- och tjocktarmscancer kan vara dess hoga
innehall av hemjarn jamfort med andra typer av kott. Samband mellan ett hogt intag av
hemjarn och kolorektal cancer har setts (Bastide m.fl. 2011) i flera meta-analyser (Qiao m.fl.

2013). Aven om ett samband kan ses dr mekanismerna bakom sambandet dnnu litet oklara.

En forklaring kan vara att ett hogt intag av hemjarn kan 6ka bildningen av reaktiva
syreféreningar i tarmen, genom att hem fungerar som en katalysator i reaktioner som ger
upphov till reaktiva syreforeningar (Padmanabhan m.fl. 2015). Genom denna mekanism kan
hemjarn bidra till 6kad lipidperoxidation och skador i celler och DNA, vilka kan vara
riskfaktorer for utvecklingen av kolorektal cancer. Hemjarn kan dven 6ka bildningen av
endogena N-nitroso foreningar i tjocktarmen genom att fungera som en katalysator for

bildningen, vilket ocksa kan 6ka risken for kolorektal cancer (Cross m.fl. 2003).

Metabolismen av hem i tarmen kan dven vara cytotoxisk, vilket innebar att det bildas en giftig
miljo for cellerna (Jeyakumar m.fl. 2017). P4 grund av den cytotoxiska omgivningen kan
cellerna i tarmens epitel skadas och darmed kan risken for cancer 6ka. Mycket av bevisen

géallande den har cytotoxiska effekten baseras dnnu endast pa experimentella test utférda pa
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djur, det behovs darfor undersokningar pa manniskor for att kunna dra nagra slutsatser

(Jeyakumar m.fl. 2017).

2.3.2 HCA och PAH foreningar

En annan orsak till det réda och processade kottets samband med kolorektal cancer, kan vara
att det vid tillagning av kott vid hoga temperaturer uppstar mutagena och carcinogena
foreningar. Sadana foreningar ar heterocykliska aminer (HCA) och polycykliska aromatiska
kolvaten (PAH) (Chiavaraini m.fl. 2017). Man har kunnat se att de har féreningarna har ett
samband med kolorektal cancer i epidemiologiska undersokningar (Cross m.fl. 2010) och fall-
kontroll studier (Barbir m.fl. 2012). Aven i djurstudier har samband observerats, dven om de
nivaer av féreningarna som anvands i djurmodeller ofta ar mycket hégre an de som manniskor

normalt far i sig (Cross m.fl. 2004).

Det finns manga olika typer av bade HCA och PAH foreningar. IARC klassar atta typer av HCA
foreningar som grupp 2A karcinogener, vilket innebar att de antagligen orsakar cancer hos
manniskan (IARC 2016). Aven om det finns mycket bevis som tyder p& att de kan orsaka cancer
ar alla bevis inte konsistenta. IARC klassificerar en PAH forening, benso[a]pyren (BaP), som en
grupp 1 karcinogen, vilket betyder att den ar en karcinogen fér manniskan. Tre PAH foreningar
klassas som grupp 2A karcinogener (antagligen karcinogena for manniskan) och tolv som

grupp 2B (mdjligen karcinogena fér manniskan) karcinogener (IARC 2016).

HCA &r foreningar som bildas vid hoga temperaturer fran de aminosyror, sockerarter och
kreatin som finns i kott. Mest HCA ser ut att bildas vid temperaturer 6ver 150 grader Celsius
och framst vid grillning eller stekning i panna (Cross m.fl. 2004). | en fall-kontrollstudie kunde
man t.ex. se ett samband mellan pannfriterad biffstek och kolorektal cancer, dven om man
inte sag nagot samband mellan konsumtionen av icke-processat eller processat rott kott (Joshi
m.fl. 2015). HCA kan utdva sin effekt genom att ge upphov till DNA-addukter eller mutationer.
DNA-addukter ar foéreningar som ar kovalent bundna till bitar av DNA, de har uppstar ofta som
en foljd av att DNA exponerats for en karcinogen forening (Santarelli m.fl. 2008). DNA-
addukter kan leda till att en cell utvecklas till en cancercell om reparation inte sker

(Rajalakshmi m.fl. 2015).

Flera faktorer paverkar bildningen av HCA foéreningar vid tillagning, t.ex. typen av kott som

tillagas, tillagningstid, temperatur samt koncentrationen av prekursorer till HCA och halten av
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fett och vatten (Cross m.fl. 2004). PAH foéreningar bildas a sin sida da fett och juicer fran kott
som tillagas droppar ner pa en 6ppen laga och darefter fastnar pa kottets yta. Ocksa vid
rokning och konservering av kott kan PAH bildas (Cross m.fl. 2004). Man bor dock komma ihag
att HCA och PAH foéreningar inte exklusivt bildas i rott kott, utan de bildas aven vid tillagningen

av fisk och fjaderfa (Sugimura 2000).

2.3.4 N-nitroso foreningar

N-nitroso foreningar kan vara ytterligare en orsak till sambandet mellan rétt och processat
kott och kolorektal cancer. N-nitroso féreningar kan bildas i processat kott. Processat kott
innehaller rikligt med nitriter, aminer och amider som behdévs for bildningen av N-nitroso
foreningar (Tricker m.fl. 1991). Processat kott ar en exogen kalla till N-nitroso féreningar for
manniskan. Men N-nitroso foreningar kan aven bildas endogent, vilket innebar att de bildas
inuti manniskokroppen. Endogent bildas N-nitroso foreningar genom att aminer och amider
som bildats fran nedbrytningen av proteiner, reagerar med nitroso agenser som harstammar
fran nitriter (Dunrow m.fl. 2010). Hemjarn antas framja den endogena bildningen av N-nitroso
foreningar (Cross m.fl. 2004). Rott kott innehaller bade mycket proteiner och hemjarn som

kan bidra till bildningen (Tricker m.fl. 1991).

N-nitroso féreningars metaboliter kan orsaka mutationer i cellernas DNA (Alfadda m.fl. 2012).
N-nitrosoféreningar har setts vara potenta karcinogener i djur (Tricker m.fl. 1991) och ocksa i
experimentella studier (Alfadda m.fl. 2012). Aven epidemiologiska studier (Loh m.fl. 2011) och
fall-kontrollstudier har visat pa samband mellan N-nitroso féreningar och kolorektal cancer

(Zhu m.fl. 2014).

2.3.5 N-glykolyl-neuraminsyra

En relativt ny upptackt ar att ocksa en kiseldioxid syra med namnet N-glykolyl-neuraminsyra
(Neu5Gc), engl. N-glycolylneuraminic acid, kan ha ett samband med utvecklingen av kolorektal
cancer (Samraj m.fl. 2015). Neu5Gc finns i mjolk fran notkreatur och i daggdjur sasom gris,
lamm och biffdjur, daremot finns den knappt alls i kyckling eller fisk (Chou m.fl. 1998). Neu5Gc
syntetiseras inte av manniskan och darfor kan inte manniskans immunférsvar kdnna igen den.
Neu5Gc behandlas darfér som en frammande molekyl i manniskokroppen, vilket ger upphov
till en reaktion avimmunférsvaret. Man tror att Neu5Gc antikropparna kan framja ett tillstand
av kronisk inflammation i kroppen, vilket kan vara en riskfaktor for cancer (Samraj m.fl. 2015).
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Aven om det finns en del bevis gillande dmnet behdvs det mera forskning, speciellt

epidemiologisk, for att kunna dra nagra slutsatser.

2.4 N-nitroso foreningar

2.4.1 Definition och typer

N-nitroso foreningar, engl. N-nitroso compounds (NOC), ar karcinogena foreningar som kan
orsaka mutationer i DNA. De tva vanligaste typerna av NOC &r nitrosaminer och nitrosamider
(Lijinsky 1999). Nitrosoguanidiner ar ocksa en typ av N-nitroso foreningar. | processat kott har
man identifierat forekomsten av de flyktiga N-nitroso féreningarna N-nitrosodimetylamin
(NDMA) och N-nitrosodietylamin (Zhu m.fl. 2014). NDMA &r en nitrosamin som férekommer
ratt allmant i processat kott (Jakszyn m.fl. 2006). Processat kott innehaller rikligt med nitrit,

aminer och amider som behdvs for bildningen av N-nitroso foreningar (Tricker m.fl. 1991).

2.4.2 Bildning

Proteinkallorna i var kost bestar av proteiner som i sin tur ar uppbyggda av aminer och amider.
Nitrosaminer och nitrosamider bildas genom att aminer eller amider reagerar med
nitroserande agenser som harstammar fran nitriter (Dunrow m.fl. 2010). De har amiderna och
aminerna kan darmed bli N-nitroserade. Bildningen av N-nitroso foreningar kan vara antingen
exogen eller endogen. Vid exogen bildning bildas N-nitroso féreningarna utanfér
manniskokroppen, medan de vid endogen bildning bildas inuti manniskokroppen (Cross m.fl.

2004).

Den exogena bildningen av N-nitroso foreningar kan ske i olika typer av processade
kottprodukter (Cross m.fl. 2004). Sodium nitriter anvands som tillsatser i en del processade
kottprodukter. De har nitriterna kan reagera med aminer och amider fran proteiner som det
ocksa finns rikligt av i kottprodukter och pa sa satt bilda N-nitrosoféreningar (Tricker m.fl.
1991). For att forhindra den exogena bildningen av N-nitroso foreningar i processade

kottprodukter tillsatts ibland askorbinsyra (Cross m.fl. 2004).

Den endogena bildningen av N-nitroso foreningar som sker inuti kroppen, kan ske pa flera
olika satt. Storsta delen av de N-nitroso foreningar som en manniska utsetts for, ser ut att

bildas endogent (Silvester m.fl. 1997). Man har uppskattat att omkring 4575 % av den totala
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exponeringen ar endogen (Tricker 1997). Vid endogen bildning kan féreningarna bildas genom
syra katalysering eller genom reaktioner som underlattas av bakterier eller celler (Cross m.fl.
2004). Aminer och amider finns tillgangliga i tjocktarmen fran den dekarboxylering av
aminosyror som bakterierna utfort (Cross m.fl. 2004). Nitriter kan harstamma fran olika typer
av processade kottprodukter. Andra kallor till nitrit ar en del spannmalsprodukter och

gronsaker, medan nitrat forekommer i gréna bladgronsaker och en del grénsaker (IARC 2006).

Katalysering med syra ser ut att ske framst i magsdacken dar pH ar lagt. | magsacken finns
saltsyra (HCI) som &r en nitroserande agens. Bildningen av N-nitroso foreningar i magsacken
antas dock vara valdigt liten (Pignatelli m.fl. 1993). Cellformedlad katalys sker genom
produktion av kvaveoxid. Den har typen av bildning ar ocksa ovanlig i och med att den framst
sker vid tillstand av kronisk inflammation eller infektion. Darfor ar det troligt att stérsta delen
av bildningen av N-nitroso foreningar sker genom kemisk eller bakteriell katalys (Cross m.fl.
2004). Aven om det finns resultat som visar pa att all bildning av N-nitroso féreningar danda
inte sker genom bakteriell katalys (Lunn m.fl. 2007). Nitrat reduktas och nitrit reduktas ar tva
bakterie enzymer som kan delta i bakteriell katalys. | djurtest har man kunnat se att det behovs
en normal tarmflora for att N-nitroso foreningar skall kunna bildas, vilket visar pa tarmflorans
betydelse i bildningen av N-nitroso foreningar (Massey m.fl. 1988). Bakterier i munhalan eller
tarmen kan dven omvandla nitrat till nitrit och pa sa satt kan dven nitrat framja bildningen av

N-nitroso foreningar (IARC 2006).

Nitrosylhnem och nitrosotioler dr tva typer av nitroso komponenter som kan o6ka den
dietinducerade endogena bildningen av N-nitroso féreningar, genom att fungera som
donatorer av NO-grupper (Kuhnle m.fl. 2007). Nitrosotioler bildas under sura forhallanden i
magsacken och kan darifran transporteras vidare till tunn- och tjocktarmen (Williams 2004).
Nitrosation av tiol-grupper kan framjas av hem. | tarmen kan dessa nitrosotiol féreningar ge
bort en NO-grupp och darmed framja bildningen av N-nitrosofdéreningar i tjocktarmens epitel
(Kuhnle m.fl. 2007). | tarmen forekommer S-nitrosotioler dven naturligt och dessa kan ocksa

ge en NO-grupp at hem (Richardson m.fl. 2002).

Hem kan latt nitrosyleras och bli en nitroserande agens som darmed kan framja bildningen av
N-nitroso foreningar (Cross m.fl. 2007). Nitrosation av hem sker oftast under anaeroba
forhallanden, vilket innebar att bildningen dger rum i tunntarmen eller langre forbi denna

(Kuhnle m.fl. 2004). | tunntarmen och tjocktarmen ar omgivningen dven mera reaktiv och
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basisk, vilket antagligen passar bildningen av nitrosylhem och andra nitroso féreningar battre
(Williams 2004). Den har miljon underlattar hems nitrosylering av NO-grupper eller nitriter.
Precis som nitrosotioler kan nitrosylhem ge bort sin NO-grupp och framja bildningen av N-
nitrosoféreningar. Hemoglobin eller myoglobin kan aven reagera med nitrit och bilda N-
nitrosohaemoglobin respektive N-nitrosomyoglobin (Bonnett m.fl. 1975). NO kan &ven
reagera direkt med hemoglobin och myoglobin for att bilda N-nitroso féreningar (Wade m.fl.
1990). N-nitrosofdreningar kan dven bildas exogent fran hemjarn i processade kottprodukter,

eftersom dar finns mycket nitriter som kan reagera med hemjarnet (Santarelli m.fl. 2008).

2.4.3 Samband med kolorektal cancer

N-nitrosoféreningar har setts vara potenta carcinogener i djur (Tricker m.fl. 1991). |
experimentella studier med djur har man har kunnat se att bade nitrosaminer och
nitrosamider kan ge upphov till metaboliter som kan ge skador pa DNA, och genom denna
mekanism 6ka risken for kolorektal cancer (Alfadda m.fl. 2012). Sddana metaboliter kan vara
aldehyder och alkyldiazonium joner som kan orsaka cellskador (Bartsch m.fl. 1988). N-alkyl-N-
nitroso komponenter kan orsaka alkylering av DNA, vilket kan inducera GC —> AT
basparsforflyttningar i gener som har setts vara muterade i kolorektal cancer, sasom RAS. En
mutation i RAS gener kan gora dem till onkogener. Onkogener ar gener som genom olika

mekanismer kan leda till utvecklingen av cancer (Bos 1989).

De N-nitrosoféreningar som bildas kan ocksa orsaka DNA-addukter, vilket ar
cancerframkallande féreningar som ar bundna till bitar av DNA (Santarelli m.fl. 2008).
Nitrosation av aminosyran glycin kan leda till bildningen av diazoacetat (Cupid m.fl. 2004). Det
har kan i sin tur leda till att O6CMeG, engl. O6-carboxymethyl-2’-deoxy-guanosine, bildas.
06CMeG ar en addukt specifik for N-nitroso foreningar. Man har kunnat se att mangden
06CMeG okar i koloncellerna hos sadana manniskor som &tit rott kott (Lewin m.fl. 2006).
Aminosyror som nitroserats kan darfér vara en mojlig lank mellan kolorektal cancer och
konsumtionen av rétt kott. Eftersom nitrosylhem kan ge bort sin NO-grupp, kan ocksa de
forhojda halterna av NO i avféringen vara en mekanism genom vilken rott kott kan 6ka risken

for kolorektal cancer (Rao 2004).

Aven epidemiologiska studier (Loh m.fl. 2011) och fall-kontrollstudier har visat pd samband

mellan N-nitroso foreningar och kolorektal cancer (Zhu m.fl. 2014). Ett hogt intag av NDMA
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har visat sig speciellt ha ett samband med rektal cancer (Zhu m.fl. 2014) och dven med
kolorektal cancer i helhet (Knekt m.fl. 1999). Det har kan bero pa att avforingens
koncentration av N-nitrosoféreningar ar hogre da avforingen nar rektum. Bevisen ar dock
mera begransade gallande manniskor jamfort med djur (Zhu m.fl. 2014). N-nitrosofoéreningar
klassas som en klass 2A karcinogen av IARC, vilket innebar att de antagligen ar karcinogena for

manniskan (IARC 2006).

Nitrat forekommer som tidigare namnts i grona bladgronsaker och en del andra gronsaker.
Men sambandet mellan sadana gronsaker och kolorektal cancer ser dnda inte ut att finnas. |
en fall-kontroll studie noterade man att ett hogt intag av nitrater fran gronsaker hade ett
omvant samband med kolorektal cancerrisk (Espejo-Herrera m.fl. 2016). En orsak till det har
kan vara att det i gronsaker ocksa kan finnas féreningar som kan inhibera nitrosation eller att
nitrater fran gronsaker kan ha andra positiva effekter (Hord m.fl. 2009). Ett direkt samband
mellan kolorektal cancer och konsumtion av nitrater och nitriter har inte heller setts i flera
andra undersoékningar (Knekt m.fl. 1999, Loh m.fl. 2011). Det finns en mojlighet att vitamin E
och vitamin C, som det finns rikligt av i en del frukter och gronsaker, kan minska den endogena
syntetiseringen av N-nitroso foreningar (Loh m.fl. 2011). Det har pad grund av att de kan dampa
de fria radikalernas reaktioner med nitrit och darmed minska syntetiseringen av N-nitroso

foreningar (Kalus m.fl. 1980).

2.4.4 N-nitroso foreningar i avforingen

Man har kunnat se att halten av N-nitroso féreningar i avforingen stiger efter konsumtion av
en diet med ett hogt innehall av rétt kott (600 g/dag) jamfort en diet med lagt innehall av rott
kott (60 g/dag) (Bingham m.fl. 1996). Rott och processat kott far till stand en dos-beroende
okning av N-nitroso féreningar i avféringen (Hughes m.fl. 2001, Kuhnle m.fl. 2007). Daremot

har inte samma sak observerats for vitt kott, sasom kyckling och fisk (Norat m.fl. 2005).

Da man har jamfort halten av N-nitroso foreningar i avféringen hos méanniskor pa en diet med
mycket rott kott och de som éatit vegetariskt, har man sett att halterna av nitrosylhem och
nitrosotioler varit betydligt hégre i avféringen hos de som atit en diet med mycket rott kott
(Kuhnle m.fl. 2007). Samma sak har ocksa observerats i en annan studie, dven om mangden
testpersoner (n = 10-20) i bada studierna varit I1ag (Joosen m.fl. 2009, Kuhnle m.fl. 2007). | en

studie sag man ocksa att halten av N-nitroso féreningar i avféringen var hégre hos de som at
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en diet med mycket rott kott jamfort med de som at en diet med litet rott kott (Cross m.fl.
2003). Daremot var halten av N-nitroso foreningar inte hégre om man istdllet at en
motsvarande mangd proteiner fran plantkéllor. Det fanns inte heller nagon betydelsefull
skillnad i halten av N-nitroso féreningar mellan en diet 1ag pa rott kott och en vegetarisk diet

(Cross m.fl. 2003).

Hem kan som tidigare namnts latt nitroseras i tarmen och darmed framja bildningen av N-
nitroso foreningar. | en studie sag man att halten av N-nitroso féreningar i avféringen var
hogre hos sadana testpersoner som tilldelats hemjarn jamfort med de som tilldelats
oorganiskt jarn (Cross m.fl. 2003). Hemjarnets betydelse i bildningen av N-nitroso féreningar
har kunnat ses i och med att koncentrationen av nitrosylhem var betydelsefullt hégre an
nitrosotiol i avforingen i en undersokning. Det réda kottets hoga innehall av hemjarn ansags

vara den framsta orsaken till den 6kade bildningen av N-nitroso féreningar (Kuhnle m.fl. 2007).
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3. UNDERSOKNINGENS MAL

Undersokningens mal ar att undersoka vilken effekt en ersattning av djurproteinkallor med
olika stora andelar av plantproteinkallor, har pa halten av N-nitroso foreningar i avféringen
hos friska manniskor. Det har ar av betydelse eftersom N-nitroso foéreningar har ett potentiellt
samband med kolorektal cancer (IARC 2006). En kost rik pa rott och processat kott har kunnat
ses 6ka bildningen av N-nitroso foreningar (Hughes m.fl. 2001, Kuhnle m.fl. 2007). Processat
kott anses ocksa dvertygande samband med kolorektal cancer och rott kott anses ha ett troligt
samband (WCRF 2017). Kolorektal cancer ar den tredje vanligaste formen av cancer i Finland
(Suomen syoparekisteri 2016) och den fjarde vanligaste i hela varlden (Bray m.fl. 2018), vilket
gor detta till ett betydelsefullt och aktuellt @mne. Darfér ar det viktigt att ha tillgang till

information om metoder genom vilka man kan minska risken fér denna vanliga typ av cancer.

Som tidigare namnts har flera studier visat att en mindre mangd rott och processat kott i
kosten lett till att ocksa halten av N-nitroso féreningar i avforingen sjunkit. Hypotesen for den
har undersokningen ar darfor att halten av N-nitroso foreningar i avféringen kommer att vara
mindre hos de som atit en kost dar man ersatt en del av djurproteinkdllorna med
plantproteinkallor. Den har undersokningen bestar av en storre mangd antal deltagare och
utfordes under en langre tidsperiod, jamfért med manga av de tidigare gjorda undersdkningar

som tangerat samma amne, vilket ar betydelsefullt.

Var undersokning soker dven svar pa om minskningen av N-nitroso foreningar i avforingen
endast kan ses om man ersatter en stor del av plantproteinerna med djurproteiner i kosten,
eller om en minskning av N-nitroso féreningar ocksa kan ses redan da man ersatter en mindre
andel djurproteiner med plantproteiner. Malet ar att se om redan mindre forandringar i
kostens proteinkallor kan leda till betydelsefulla resultat i minskningen av mangden N-nitroso
foreningar i avforingen. Den har undersokningen ar aven speciell i och med att den fokuserar
pa mangden djurproteiner i helhet och inte specifikt pa rott och processat kétt som manga
tidigare undersokningar gjort. Undersékningen kan bidra med information om hur man med
enkla medel kan fa till stand en mindre mangd N-nitroso féreningar i avféringen och darmed

minska sin risk for kolorektal cancer, vilket ar en mycket vanlig form av cancer.
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4. MATERIAL

4.1 Typ av undersokning

Materialet till den har pro gradu avhandlingen kommer fran undersokningen ScenoProt.
ScenoProt (engl. Novel protein sources for food security) ar ett projekt som koordineras av
Naturresursinstitutet Luke (fin. Luonnonvarakeskus) i Finland. | projektet ar flera universitet
och andra institutioner med, daribland Helsingfors universitet. Projektet hor i sin tur till den
strategiska undersdkningens  "Ett klimatneutralt  och resurssnalt Finland”

undersokningsprogram.

| den del av ScenoProt som utférs vid Helsingfors universitet, undersoker man vilken paverkan
en ersattning av djurproteinkdllor med plantproteinkallor i kosten har pa olika markorer for
hdlsa. Interventionsperioden utférdes vid avdelningen for naringslara pa Helsingfors
universitet under vintern och varen 2017. Undersdkningen var en kontrollerad klinisk
interventionsstudie med frivilliga och friska manniskor. Den utfordes med en parallell design
och pa ett randomiserat vis. Undersokningens interventionsperiod pagick under 12 veckor.
Malet var att jamfora effekterna av djurbaserade- och plantbaserade proteinkallors effekt pa
tarmkanalens metabolism och pa markoérer for kolorektal cancer samt pa blodprotein
metaboliter och markérer for typ 2 diabetes. All den mat som delades ut till deltagarna i
undersokningen hade donerats till undersékningen av finlandska livsmedelsféretag. De
foretag som donerade mat var Apetit Ruoka Oy, Arolan tila, Atria Suomi Oy, Fazer, Gold &
Green Foods Ltd Oy, HKScan Finland Oy, Lantmannen Unibake International, Mauste-Sallinen

Oy, Meira Oy och Oy Soya Ab (Jalofoods).

4.2 Undersokningsdeltagare

Deltagare till undersokningen rekryterades genom en annons i Helsingin sanomat, via
Helsingfors universitets webbsida, e-postmeddelande som skickades ut via universitetets e-
postlista at studerande och anstallda och man informerade daven om undersdkningen under
foreldsningar vid universitetet. For att delta i undersékningen behdévde man vara frisk, rokfri,
20-69 ar och beredd att folja testdieten under 12 veckors tid. Uteslutningskriterierna for
deltagarna var ett BMI under 18,5 kg/m? eller dver 35 kg/m?, strikt veganism, allvarliga
matallergier, oral medicinering for nagon allergi, regelbunden anvandning av fiskolja eller

andra kosttillskott, extremsporter, inflammatorisk tarmsjukdom, irriterat kolon, celiaki, nagon

26



typ av cancer inom de 5 senaste aren, fortgdende anvandning av antibiotika eller mindre an
tre manader sedan avslutad antibiotikakur, typ 1 eller 2 diabetes, hormon-, lever- eller

njursjukdom, amning och graviditet.

Man hade som mal att rekrytera 50 personer till varje undersokningsgrupp, 150
undersokningsdeltagare totalt. Genom effektberdkning hade man rdknat ut att den har
mangden borde racka for att visa pa forandringar i halterna av hembaserade kvaveforeningar
orsakade av testdieterna. Den har berdakningen gjordes baserat pa materialet fran KarniMari-
undersokningen 2015. | den undersdkningen var de hembaserade féreningarnas mangd i
boérjan av undersokningen 57,5 + 56,0 pmol/100 pl avféringshomogenat och i
undersokningens slutskede 44,9 + 22,5 pmol/100 pl avféringshomogenat. Effektberakningen
visade att 50 deltagare/grupp racker for att visa pa en férandring mellan interventionens
inledande skede och slutskede med konfidensintervallet 95 % och med den statistiska effekten
0,80. Med stéd av undersoknings uppstallning borde den har gruppstorleken ocksa vara

tillrackligt stor for att visa pa skillnader mellan grupperna.

4.3 Testdieter

| undersokningen tilldelades deltagarna slumpmassigt en av tre dieter som skiljde sig at i fraga
om andelen proteiner fran djurkallor och plantkallor. De tre dieterna hade olika kallor for
kostens proteiner. Den forsta dietens proteiner bestod av 30 % plantproteiner och 70 %
djurproteiner, vilket motsvarar en typisk finlandsk kost. Den andra dietens proteiner bestod
av 50 % plantproteiner och 50 % djurproteiner och den tredje dietens proteiner bestod av 70
% plantproteiner och 30 % djurproteiner. Det har innebar att grupp 1 hade ett berdknat intag
av rott kott pa 450 g/vecka och korv och charkuterivaror pa 245 g/vecka, grupp 2 hade ett
berdknat intag av rott kott pa 300 g/vecka och korv och charkuterivaror pa 160 g/vecka och
grupp 3 hade ett beraknat intag av rott kott pa 145 g/vecka och korv och charkuterivaror pa
80 g/vecka.

| bild 1 askadliggors de olika dieternas sammansattning i fraga om proteiner och vilka de olika
kallorna till protein var. Alla dieter inneh6ll samma mangd fisk, tva maltider per vecka, och
man stravade dven efter att de skulle innehalla samma mangd agg, fyra agg per vecka. Malet
med mangden protein i dieterna var att det skulle halla sig runt det finlandska medelintaget

av protein (17 E%) (FinRavinto 2012) och rekommendationen (10-20 E%) i de finlandska
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naringsrekommendationerna (VRN 2014). Géllande fett och kolhydrater kan det finnas

skillnader i intaget mellan dieterna, eftersom vaxtbaserade produkter ocksa ofta ar t.ex.

fiberkallor.
30% 20% 20% 30 %
1) Djur:plant djurproteiner: mjolkprodukter, fisk,
70:30 kott, agg
djurproteiner: plantproteiner:
5 ol mjolkprodukter, " o pllfrltpk))rotjlgn“er: sadesslag (brod,
) E(j)ugop ant fisk, .J'L-Jlerot:rIm(er. OE sa obn ona, pasta, bakverk),
: kbtt, mj.O pr"o u“ ter, .avre,. ove.t.e, potatis, ris
.. fisk, kott, agg soja, quinoa, art...
agg
3) Djur:plant plantproteiner: ocksa bondbdna, havre,
30:70 bovete, soja, quinoa, art...

BILD 1. Testdieternas sammansattning av protein fran olika typer av kéllor.

Dieterna beskrevs at testdeltagarna sa att alla centrala proteinkdllor var med pa en
fododmnesniva. Man beskrev t.ex. hur manga ganger per vecka man borde konsumera
kycklingratter, korvratter, helkottsratter, vaxtproteinrdtter och sa vidare, beroende pa till
vilken dietgrupp deltagaren tillhérde. Dieterna var alltsa inte en hel kost eftersom sadana

livsmedel som inte hade betydelse for proteininnehallet lamnades bort i beskrivningen.

Undersokningsdeltagarna uppmanades att fortsatta anvanda samma sort och mangd fett till
brodpaldgg och matlagning som tidigare. Gronsaker, frukter och bér fick de ocksa anvanda
som de tidigare gjort, forutom baljvaxter som de fick fran undersokningen. Ocksa so6ta
bakverk, sotsaker, chips, snacks och alkohol kunde de anvdanda som tidigare. Sddana sotsaker
och efterratter (t.ex. glass och vaniljsas) som inneholl mjolk eller mjolkprodukter uppmanades
de rakna som flytande mjolkprodukter. Mangden mjolkprodukter i dieten skiljde sig at mellan
grupperna, grupp 1 fick konsumera 4 dl/dag, grupp 2 fick 2,5 dl/dag och grupp 3 fick 1,25
dl/dag. Mangden ost som fick konsumeras var 40 g/dag for grupp 1, 25 g/dag for grupp 2 och
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10-15 g/dag for grupp 3. Om deltagarna hade svart att halla sig inom den dagliga
begrdansningen for konsumtion av mjolkprodukter uppmanades de anvdanda motsvarande
plantbaserade produkter. Deltagarna fick inte dta mera fiskmaltider eller fiskprodukter dn de

som de fick via undersokningen.

Testpersonerna foljde en av dieterna under 12 veckors tid och fick varje vecka tva vaskor
bestaende av olika livsmedel med sig hem. Livsmedlen de fick med sig hem var sadana som ar
centrala proteinkallor i den finlandska kosten. De livsmedel de tilldelades var t.ex. ravaror som
snabbt kan tillredas till mat (t.ex. malet kott, broiler- eller grisfilé, fardigmat (soppor,
fardigmatsportioner, gronsaksbiffar), Harkis (ett vaxtproteinpreparat framstallt av
bondbonor), pulled havre, tofu, charkuterivaror, spannmalsprodukter (mysli, brod,
grotingredienser), artkross, nétter, mandlar, fron och plantbaserade drycker. Deltagarna fick
alla de proteinkallor som kosten skulle innehalla med sig hem, férutom mjoélk, yoghurt, andra

flytande mjolkprodukter, ost och dgg, dessa skulle de skaffa sjalva.

Man uppmanade deltagarna att konsumera alla livsmedel de fatt fore nasta besok pa
undersokningsenheten, vilket innebar att alla livsmedel skulle dtas upp under en vecka.
Mangden livsmedel som delades ut hade rdknats ut baserat pa det genomsnittliga
energibehovet for en vuxen. Om nagon deltagare darfor hade ett mindre eller storre
energibehov kunde de vélja att ata mera eller mindre. | sddana fall uppmanades deltagarna
att konsumera litet mindre/litet mera av alla typer av livsmedel, inte endast av en typ av
livsmedel, sa att deras intag av olika typer av livsmedel &nda &r proportionellt likadant som de

andra deltagarnas intag.

4.4 Insamlat material

Blodprov, urinprov och avféringsprov samlades in bade fore interventionsperioden och under
interventionsperiodens sista vecka. Ocksa matt gédllande fenotypen sasom vikt, langd,
blodtryck och kroppssammansattning samlades in fore och i slutet av interventionen.
Meningen var att vikten under undersokningens gang skulle hallas jamn, darfor vagdes
deltagarna under besoken som skedde en gang per vecka. Information om matintaget
samlades in genom att deltagarna fick fylla i en matdagbok under fyra dagars tid, tre vardagar
och en helgdag, fore interventionsperioden, under en dag per tre veckor under dess tid och

fyra dagar under interventionsperiodens sista vecka.
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5. METODER

5.1 Avforingsprov

5.1.1 Insamling av avforingsprov

For analysen av N-nitroso foreningar anvandes de avforingsprov som testdeltagarna hade
samlat in fore och i slutet av interventionsperioden. Fore testdieten borjade och under
testdietens sista vecka uppmanades deltagarna att samla in tre avforingsprov fran olika dagar
under en och samma vecka. All avféring under den dag som ett prov samlades in vagdes och
vikten antecknades. Men prov togs endast fran ett av dagens avforingstillfallen, oftast det
forsta under dagen och det med den storsta massan, dven om det under dagen for
insamlingen kunde vara flera avforingstillfallen. Provet samlades in pa en rondskal och vagdes,
deltagarna utvdrderade &dven avféringens typ pa Bristol-skalan fran 1-7 (se bilaga 1).
Avforingen fordelades sedan mellan tva burkar och marktes ut med 1, 2 eller 3 beroende pa

fran vilken av de tre dagarna som provet tagits.

Deltagarna uppmanades fylla ungefar 1/3 av en lockforsedd plastburk med avforing med hjalp
av en engangssked. Efter detta marktes burken med pa férhand gjorda klisterlappar och
datumet da provet togs skrevs pa klisterlappen. Burkarna lades sedan i en minigrip pase med
deltagarens namn pa och frystes genast ned. Deltagarna instruerades att under inga
omstandigheter lata avforingsproverna smalta efter att de hade frysts ned. Burkarna
forvarades nedfrysta till de togs med till undersékningsenheten. Burkarna transporterades i
kylvaskor inuti en pase med kylklampar till enheten, sa att de skulle hallas frysta under
transporten. Pa undersokningsenheten forflyttades proverna pa nytt till en frys dar de

forvarades i -70°C for framtida analyser.

Sammanlagt samlades tolv burkar med avféringsprov in, av vilka sex samlades in fore
interventionsperiodens borjan och sex under interventionsperiodens sista vecka.
Avforingsproverna som togs fore testperioden betecknades som A-prov, medan de som togs
efter testperioden betecknades som B-prov. Ett mikroavforingsprov samlades dven in fore
testperioden och i slutet av den, men detta anvandes inte for analysen av N-nitroso

foreningar.
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5.1.2 Framstallning av avféringshomogenat

Fore analysen av mangden N-nitroso foéreningar i proven kunde borja, framstalldes 1:5
avforingshomogenat av avforingsproverna som samlats in fran testdeltagarna. Homogenat
framstalldes fran det inledande skedets och det avslutande skedets prover. Ett homogenat
framstalldes sa att avforing fran tva olika dagar av samma undersdkningsskede blandades.
Homogenat som framstalldes av prov som togs fore testperioden kunde t.ex. framstallas av
avforing fran dag ett (prov 1A) och dag tva (prov 2A). De avféringsprov som skulle anvandas
for framstéallning av homogenat togs fram till ett kylskap (+ 5°C) sa att de skulle hinna borja
smalta under natten. Under framstallningen av homogenaten hoélls alla prover alltid nedkylda

med is.

Vid framstallningen av homogenaten vagdes 5 g + 5 g avforing upp ur vardera provburken med
tva decimalers noggrannhet pa en vag (Mettler PJ3600 Deltarange). Avforingen lades i ett
homogeniseringsror tillsammans med 40 ml milli-Q vatten. Provet homogeniserades med en
dispergeringsmaskin (IKA T-18 Ultra Turrax) i tva minuters tid med hastigheten 13000 - 15000
rom. Homogenatet fordelades darefter i 2 x 5 ml kryordr (Thermo Scientific) per testperson sa
att det sammanlagt fran alla testpersoner blev fyra kryoror med homogenat, tva fran det
inledande skedet och tva fran slutskedet. Homogenaten frystes sedan ned och férvarades i -

70°C--80 °C.
5.1.3 Anvanda losningar

For analysen av N-nitroso foreningar framstidlldes ett antal olika |6sningar. Ett
hallbarhetsamne framstalldes genom att 250 mg N-etylmaleimidea (Sigma Aldrich, USA, M =
125 g/mol) och 78 mg dietylen triamin penta-attiksyra, DTPA (Sigma-Aldrich, Tyskland, M =
393 g/mol) blandades i 20 ml HPLC vatten (Fisher Chemical, England), hég prestanda
vatskekromatografi vatten (engl. High Perfomance Liquid Chromatography), sa att
koncentrationen blev 0,1 M N-etylmaleimidea och 0,01 M DTPA. For uppvagningen av alla
mangder till [6sningar anvandes en vag med fyra decimalers noggrannhet (Precisa XT 22A).
Hallbarhetsamnets uppgift ar att alkylera nitroso féreningarnas fria tiolgrupper och binda
metalljoner, som kan frigora NO-gruppen fran nitrosotiolerna. Losningen férvarades morkt i

+4 °Ci upp till fyra veckors tid.
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En trijodidlésning framstédlldes av 1 g kaliumjodid (Sigma-Aldrich, Chile, M = 166 g/mol) och
0,65 g jod (Acros Organics, England, M =253, 81 g/mol) som blandades med 20 ml HPLC vatten
och 70 ml attiksyra (WWR Chemicals, Frankrike). Ny trijodidlésning gjordes alla analysdagar.
Trijodidlosningens uppgift ar att frigéra NO-gruppen fran nitrit, nitrosotioler, nitrosoaminer,
jarnnitrosylhemoglobin och nitrosohemoglobin. En sur sulfanilamid |6sning (SA, engl. acidic
sulphanilamide) framstalldes genom att 1 g sur sulfanilamid (Acros Organics, Kina) blandades
med 20 ml 1 M saltsyra (HCl, engl. hydrochloric acid, Sigma-Aldrich, Tyskland). Losningen
tillverkades varje analysdag och lagrades inte. SA-lI6sningen anvandes for att faststalla den
totala mangden nitrit. Losningen reagerar med nitrit och bildar ett diatsokomplex som ar

stabilt i trijodidlésningen.

For att faststdlla mangden nitrosotioler i proven framstalldes en 10 mM kvicksilverklorid
(HgCly, Sigma-Aldrich, Indien, M = 271,5 g/mol) I6sning. Den tillverkades genom att 0,27 g
HgCl, blandades med 100 ml HPLC vatten. Losningen forvarades i + 4 °C i upp till tva veckor.
En 10 mM trihydrat kaliumferricyanid (KsFe(CN)s, Acros Organics, Spanien, M = 422,39 g/mol)
|6sning gjordes for att faststalla mangden nitrosylhem i avforingsproven. Den framstalldes
genom att 0,42 g KsFe(CN)s blandades med 100 ml HPLC vatten. Lésningen forvaradesi + 4 °C

i upp till tva veckors tid.

1 M natriumhydroxid (NaOH, Riedel-de Haén, Tyskland, M = 40 g/mol) framstalldes for att
anvandas i den hogra kammaren av purge vesseln. Losningen framstalldes av 20 g NaOH som
blandades med 500 ml HPLC vatten. NaOH losningen kunde férvaras under en langre tid. For
analysen framstalldes ocksa dagligen standardlinjens I6sningar. Standardlosningarna
framstalldes av natriumnitrit (NaNO;, Sigma-Aldrich, USA, M = 69 g/mol) och HPLC vatten.
Totalt framstalldes tio standardlésningar som hade koncentrationerna (pmol/50 pl); 20, 40,

60, 80, 100, 200, 350, 500, 650 och 800.

5.1.4 Forberedelse av avforingsprover for analys

Till analysen av halten av N-nitroso foreningar i proven anvandes 1:5 avforingshomogenat.
Ungefar 1 ml smalt avforingshomogenat pipetterades i fyra olika eppare (Eppendorf Safe-Lock
Tubes Colorless 1,5 ml). Tre av dem frystes ner pa nytt medan en av dem togs till vara for
vidare analys. Epparen kordes i en dggfug (Wealtec E-centrifuge) under nagra sekunders tid

for att de storre partiklarna skulle sjunka till botten. Efter det har pipetterades 100 pl
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avforingsprov till tre morka eppare (Eppendorf Safe-Lock Tubes Amber 1,5 ml) for att proven
skulle skyddas fran ljus. Proven marktes som A, B och C, av vilka A-provet anvandes for
analysen av totala mangden N-nitroso foreningar, B-provet for N-tiol féreningar och C-provet

for N-hem foreningar.

5.1.5 Analys av N-nitroso féreningar

Avforingsproven analyserades for den totala mangden N-nitroso, N-tiol och N-hem foreningar.
Analysen skedde med hjalp av en NO-analysator (Eco Medics Exhalyzer CLD88). Analysatorn
stod i kontakt med tva kammare via ett filter. Den hégra kammaren fylldes fére analys till
halften med NaOH. Den vanstra kammaren, en purge vessel, fylldes med 15 ml trijodidlésning
till vilken var tillsatt 250 ul antifoam l6sning (Sigma-Aldrich, USA). Trijodidlésningen byttes

alltid med sex injektioners mellanrum, dvs. med tva provers mellanrum.

| nedre delen av kammaren med trijodidlosningen fanns en kork med ett gummifilter. Det var
genom detta filter som proverna injicerades med en engangsspruta. Den vanstra kammaren
med trijodidlosningen, stod i kontakt med ett vattenbad med + 60 °C (Lauda Alpha A6) vatten.
Ett vattenbad med + 4 °C (LKB 2219 Multitemp Il Thermostatic Circulator) vatten var kopplat
till den hogra kammaren med NaOH I6sningen. Vattenbaden och systemen lades pa ungefar

en timme fore analysen av N-nitroso foreningar boérjade.

Fore analys 6ppnades den stdrre och mindre ventilen pa en stor gasflaska innehallandes
heliumgas. Heliumgasen fungerade som béargas. Gasflaskans matare justerades sa att den
visade 1 bar eller litet 6ver. Nalventilen pa gasslangen som gick till purge vesselns vanstra

kammaren 6ppnades ocksa. Ventilen justerades sa att mataren visade ungefar 0 mbar.

Alla dagar fore analys av de egentliga proverna kordes standardlinjens prover som var tio till
antalet. Standardlinjens prover injicerades med en Hamilton spruta (Hamilton syringe) som
fylldes till 50 pl strecket. Efter att alla 10 prover injicerats granskades standardlinjens pikar.
Om vardena var godtagbara kunde analysen fortsdatta, men om vardena var avvikande gjordes
standardlinjens l6sningar om och de maéttes pa nytt. Varje dag kérdes aven ett kontrollprov,
som alltid var detsamma, fore analysen av de egentliga proverna. Kontrollprovet bestod av
flera avforingshomogenat som blandats samman till ett. Om ocksa vardet for kontrollprovet
overensstaimde med tidigare dagars varden for provet, kunde analysen av de egentliga

proverna borja.
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Av varje avforingsprov injicerades totalt tre prov; ett for analysen av N-nitroso foreningar, ett
for N-tiol foreningar och ett for N-hem foreningar. For analysen av totala mangden N-nitroso
foreningar, inkuberades ett prov med 100 pl hallbarhetsdamne under 1 minut och darefter med
500 pl SA-I6sning under 4 minuter. Med hjalp av det har provet raknades den totala mangden
N-nitroso foreningar ut. For analysen av N-tiol foreningar, inkuberades ett prov med 100 pl
hallbarhetsamne under 1 minut och darefter med 500 ul SA-I6sning under 1 minut. Till sist
inkuberades provet med 100 pl HgCl, under 3 minuter. Det har provet anvandes for
utrdkningen av N-tiolernas mangd. Foér analysen av N-hem féreningar, inkuberades ett prov
med 100 pl hdllbarhetsdmne under 1 minut och darefter med 500 pl SA-I6sning under 1 minut.
Den sista inkubationen bestod av 100 ul HgCl, och 100 ul KsFe(CN)s under 3 minuter. Med

hjalp av det har provet raknades mangden N-hem féreningar ut.

Efter varje inkubation blandades varje prov noggrant genom att vortexeras (Vortex-gene 2
Scientific Industries). Proven injicerades var for sig genom gummifiltret som stod i kontakt
med den vanstra kammaren med trijodidlésningen. Hela den mangd l6sning som fanns i
epparen med provet injicerades i purge vesseln. Till injiceringen anvandes 2 ml
engangssprutor (BD Discardit Il 2 ml och Chirana T. Injecta 2 ml) och 21G och 20G engangsnalar
(BD Microlance 3 21G och Terumo Neolus 20G x 1% ”).

Efter utrdkning for mangden N-tiol foreningar blev dock de flesta av dessa varden negativa,
vilket ledde till att man omarbetade metoderna och analyserade avféringsproverna for tioler
en andra gang. For att kunna rédkna ut mangden N-tioler i proverna behévdes dven proverna
for analys av den totala mangden N-nitroso foreningar koéras pa nytt. Den har gangen
injicerades provet for analysen av den totala mangden N-nitroso foreningar med 100 pl
hallbarhetsamne under 1 minut och darefter med 500 pl SA-l6sning under 9 minuter. Provet
for analysen av N-tiol foreningar injicerades med 100 pl hallbarhetsamne under 1 minut, 500

pl SA-16sning under 9 minuter och 100 pl HgCl; under 3 minuter.

NO-analysatorn méater den NO-gas som frigors fran kvaveforeningarna i avforingsproven. NO-
gasen frigors fran foreningarna i den vanstra kammaren med hjalp av de l6sningar som kan
reducera kvadveforeningar. Analysatorns dataprogram (PowerChrom, eDAQ) ritar pikar av
halten NO-féreningar. Genom att rdakna ut pikarnas area kan man sluta sig till mangden av de
olika typerna foreningar i avféringsproverna, sedan jamférs den har mangden mot de tidigare

kdnda mangderna i standarderna. NO-analysatorn ritade tre pikar for varje deltagares
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avforingsprov. A-piken visade pa mangden totala N-nitroso foreningar, B-piken, som anvandes
for utrakningen av N-tiol féreningar, mangden kvicksilver kansliga féreningar och C-piken, som
anvandes for utrdkningen av mangden N-hem féreningar, mangden kvicksilver och

kaliumferricyanid kansliga foreningar.

5.2 Statistiska metoder

Fore de statistiska analyserna raknades mangden totala N-nitroso foreningar, N-tiol féreningar
och N-hem féreningar ut i avféringsproverna utgaende fran de varden som NO-analysatorn
matt. Mangden N-nitroso foreningar raknades ut genom att dela det av NO-analysatorn
uppmatta vardet for totala mangden N-nitroso foreningar (A-piken) med 20, sa att mangden i
pmol/mg avforing fas. N-tiolernas mangd i pmol/mg raknades ut genom att fran den totala
mangden N-nitroso foéreningar (A-piken), minska med vardet for de kvicksilverkansliga
foreningarna (B-piken) och sedan dela detta resultat med 20. Mangden N-hem foreningar
raknades ut genom att fran den totala N-nitroso foreningarna (A-piken), minska med vardet
for de kvicksilver och kaliumferricyanid kdnsliga foreningarna (C-piken) och darefter dela detta
varde med 20. Fore analysen granskades dven materialet for eventuella fel eller avvikande
varden. Proven fran nummer 18 var de enda som ldmnades bort fran alla analyser efter
granskningen, det har eftersom inga prover erhallits i slutet av interventionen. Ocksa ett N-

hem varde fran det inledande skedet lamnades bort vid analysen, eftersom det var negativt.

For de statistiska analyserna anvandes statistikprogrammet IBM SPSS Statistics 25. Medeltal,
standardavvikelse och median rdknades ut for de olika typerna av foreningar i de tre
grupperna. Vardenas normalférdelning testades med Shapiro-Wilk test samt genom att
granska diagram. Som grans for vardenas normalférdelning anvandes vardet <0,05. Vardena
var inte normalférdelade fran borjan, darfor logaritmerades de. Efter det har granskades
normalférdelningen pa nytt med Shapiro-Wilk test och genom att granska diagrammen. Testet

visade att alla varden var normalférdelade efter logaritmering.

Interventionsgruppen var vid analys den oberoende variabeln, mangden av de olika
foreningarna var den beroende variabeln. One-way ANOVA test utfordes for att undersdka
om det fanns signifikanta skillnader i vardena mellan grupperna i undersokningens
utgangsskede (vecka 0) och i undersdkningens slutskede (vecka 12). For att undersdka mellan

vilka grupper dessa eventuella skillnader fanns utfordes ett ANCOVA och Post Hoc test med
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multipla jamforelser, i det har fallet ett Bonferroni test. En kovariansanalys utférdes aven med
utgangspunkten som kovariat, sa att gruppernas utgangslage tas hansyn till dd man jamfor
eventuella skillnader mellan grupperna. Samma test utfordes ocksa for den totala mangden
foreningar sett till avféringens totalvikt. Avféringens totalvikt syftar i detta fall till summan av
de bada provernas (som anvandes till framstallning av homogenaten) totala avforingsvikt
under de dagar som proverna hade samlats in pa. Den totala avféringens vikt raknades ut med
hjalp av vikterna som uppgivits av deltagarna for de dagar da avféringsproven samlats in. For
att rakna ut den totala mangden féreningar i avféringsproven, multiplicerades de ursprungliga
vardena med 1000 for att omvandla vardena fran pmol till nmol, sedan multiplicerades detta
varde med avfoéringstillfallenas vikt i gram. Korrelation undersoktes med Pearson test mellan
N-nitroso foreningar och fiber, protein och avforingsvikt. Som grans for statistisk signifikans
anvandes vardet <0,05 for alla analyser. For att askadliggora resultaten visuellt anvandes

boxplot diagram och korrelationsdiagram.

5.3 Etiska fragor och dataskydd

ScenoProt har for undersokningen av kostens proteinsammansattning och dess paverkan pa
riskfaktorerna for tjocktarmscancer och typ 2 diabetes hos friska vuxna, fatt ett etiskt
utlatande och godkannande 11.10.2016. Utlatandet fick man fran den koordinerade etiska
kommittén vid Helsingfors och Nylands sjukvardsdistrikt. Kommittén ansag att
undersokningsplanen och dess bilagahandlingar foljer de regler, dataskyddsregler och de
nationella  skyldigheter som hor ihop med medicinska undersékningar och

undersokningspatienter som medicinska undersokningar pa manniskor forutsatter.

| undersékningen har alla deltagares uppgifter och personliga information behandlats
konfidentiellt. Ingen information om deltagarna har lamnats vidare till utomstaende personer
utanfér undersékningen. Alla deltagare har adven tilldelats ett undersékningsnummer och
deltagarnas information har analyserats med dessa nummer, som identifikation for vilken

deltagare materialet géller.
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6. RESULTAT

6.1 Bakgrundsinformation

Mangden personer som svarade pa annonserna och reklamen gallande rekryteringen av
deltagare till undersdkningen var 543 personer. Av dessa slutférde 179 informerat samtycke
och den kliniska screeningen. Mangden personer som gick med i undersokningen var till slut
146 personer. En av dessa personer avbrot undersokningen fore dess borjan pa grund av
personliga orsaker. Grupp 1 bestod i undersékningens borjan av 48 personer, grupp 2 av 48
personer och grupp 3 av 49 personer. Av dessa personer avbrét en del undersékningen under
interventionsperiodens gang. Fyra personer avbrot pa grund av bristande formaga att folja
testdieten, en person avbrot pa grund av att denne inte uppfyllde inkluderingskriterierna, tva
avbrot till foljd av orelaterad sjukdom och en pa grund av orelaterad medicinering. Den slutliga
mangden deltagare vars resultat inkluderas i dataanalysen var darmed 46 personer i grupp 1,

46 personer i grupp 2 och 44 personer i grupp 3.

Vid utrdakningarna gallande analyserna av mangden N-nitroso foreningar, N-hem féreningar
och N-tiol foreningar lamnades ytterligare en person fran grupp 2 bort, eftersom denne endast
[dmnat in avféringsprover fore undersékningens borjan. Gallande N-tiol féreningarna
lamnades de deltagare bort som hade viarden som lamnade under detektionsgrdnsen,
gdllande N-tioler ar darfor n=37 for grupp 1, n=30 for grupp 2 och n=31 for grupp 3. Gallande
avforingsvikten hade tva personer inte rapporterat den i det inledande skedet, vilket ledde till
att proverna fran det inledande skedet av dessa tva, inte kunde analyseras for den totala
mangden N-nitroso foreningar i avforingsproven. Matdagboécker fran tva personer fattades

och darfor lamnades dessa bort vid analys.

Deltagarna hade BMI som lag mellan 20,5 — 35 kg/m?2. Kénsférdelningen i undersdkningen var
107 kvinnor och 29 man. Medelaldern bland deltagarna var 48 ar och alla deltagare var inom
aldern 20 - 69 ar. Av deltagarna jobbade 60 %, 19 % var pensionarer och 57 % var studerande

i kandidatskedet eller magisterskedet.

6.2 N-nitroso foreningar

Fore interventionsperiodens borjan kan man i tabell 1 se att mdngden totala N-nitroso
foreningar, N-hem féreningar och N-tiol féreningar (pmol/mg avféring) i grupperna ligger nara

varandra. FoOre interventionsperiodens bodrjan fanns det inga statistiskt betydelsefulla
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skillnader i mangden N-nitroso féreningar och N-hem féreningar i avféringen (pmol/mg)
mellan grupperna, vilket man kan se i tabell 3. Daremot visade One Way ANOVA testet att
skillnader under vecka 0 fanns i mangden N-tioler mellan grupperna, men vid jamforelse
mellan de enskilda grupperna ar skillnaden danda inte betydelsefull for nagon av grupperna. |
tabell 2 askadliggors den totala mangden foreningar (nmol/totalvikt avforing) i de tva
avforingstillfallena, som avfoéringsprov togs fran och som anvandes till framstallningen av

homogenaten.

Under interventionsperiodens sista vecka (vecka 12) kan man ddremot se att det finns
skillnader mellan grupperna gallande mangden féreningar i pmol/mg avforing. | tabell 3 kan
man se att skillnaderna ar betydelsefulla gdllande N-nitroso féreningar mellan grupp 1 (70 %
djurproteiner och 30 % plantproteiner) och grupp 3 (30 % djurproteiner och 70 %
plantproteiner). Gallande N-hem féreningar finns en betydelsefull skillnad mellan grupp 1 och
grupp 3 och ocksa gallande N-tiol foreningar finns en betydelsefull skillnad mellan grupp 1 och
grupp 3. Aven gillande den totala mingden fdéreningar (nmol/totalvikt) i de tva
avforingsproverna som anvandes for framstallning av homogenaten, kan en nedatgaende

trend ses i mangden féreningar under interventionsperioden sista vecka i tabell 2.

TABELL 1. Mangden totala N-nitroso féreningar, N-hem foreningar och N-tiol foreningar (pmol/mg) i
avforingen hos testgrupperna fore interventionsperioden (vecka 0) och under interventionsperiodens
sista vecka (vecka 12).

Grupp N Totala N-nitroso N-Hem N? N-tiol
Vecka 0 Vecka 12 Vecka 0 Vecka 12 Vecka 0 Vecka 12

Djur 70:

46 4,339 4024 2,8+3,3 25+19 37 046043 0,37+0,41
plant 30
Djur 50:

45 4,233 3,2+1,8 2,5+2,5 1,8+14 30 0,33+x041 0,25 +0,37
plant 50
Djur 30:
plant 70 44 4,5+3,0 2,7+1,5 29+24 14+09 31 069+1,03 0,20£0,29

varden som ldmnade under griansen fér detektion, inkluderades inte i analysen, darfér &r N mindre fér N-tiol
analysen an for 6vriga analyser.
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TABELL 2. Mangden totala N-nitroso foreningar, N-hem foreningar och N-tiol foreningar
(nmol/totalvikt) i avforingen hos testgrupperna fore interventionsperioden (vecka 0) och under
interventionsperiodens sista vecka (vecka 12).

Grupp N N-nitroso N-hem N! N-tiol
Vecka 0 Vecka 12 Vecka 0 Vecka 12 Vecka 0 Vecka 12

Djur 70:

pIJaur:t 3?0 46 1435+962 1525+992 917822 951+749 37 152+142 145176

Djur 50:

plant 50 44 1499+1261 1497+895 916+962 827+588 29 141+214 112+155

Djur 30:

plant 70 43 1595+977 1219+550 1000+836 595+374 31 2491404 79 £ 86

varden som lamnade under griansen fér detektion, inkluderades inte i analysen, darfér &r N mindre fér N-tiol

analysen an for 6vriga analyser.

TABELL 3. Jamforelse av halten av N-nitroso féreningar, N-hem féreningar och N-tiol foreningar mellan
grupperna vid vecka 0 och vecka 12 och testning for statistisk signifikans. Grupp 1: 70 % djurproteiner
och 30 % plantproteiner, grupp 2: 50 % djurproteiner och 50 % plantproteiner och grupp 3: 30 %
djurproteiner och 70 % plantproteiner.

One Way

ANOVAL Interventionsgrupper  P-virde?

Férening Tidpunkt

fad

1,000
0,876
0,874
1,000
0,798
0,898
0,083
1,000
0,088
0,199
0,004
0,472
0,136
0,000
0,198
0,313
0,036
1,000

N-nitroseo Vecka 0 0,478

MN-hem Vecka 0 0,462

MN-tiol Vecka 0 0,044

M-nitraso Vecka 12 0,006

MN-hem Vecka 12 0,001

MN-tiol Vecka 12 0,037

[ S S B o [ T Sy Sy Iy NG T S Sy I R S s
(SR T IS Ty 6 I I O o B K B I S B T L e S = T R S

lJamférelse mellan grupperna under vecka 0 och vecka 12, signifikant om <0,05.
2Post hoc Bonferroni test med multipla jamférelser mellan grupperna, signifikant om <0,05.
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| tabell 4 har gruppernas utgangslage gallande mangden N-nitroso, N-hem och N-tiol
foreningar tagits i beaktande sa att utgangslaget fungerat som kovariat i en kovariansanalys.
Det finns en betydelsefull skillnad i mangden N-nitroso foreningar (pmol/mg) mellan grupp 1
och grupp 3 under interventionsperiodens sista vecka (vecka 12). Gallande N-hem foreningar
(pmol/mg) ar skillnaden betydelsefull mellan grupp 1 och grupp 3 men dven mellan grupp 2
(50 % djurproteiner och 50 % plantproteiner) och grupp 3. Mellan grupp 1 och 2 ar skillnaden
ocksad ndra att vara betydelsefull gdllande N-hem féreningar. En betydelsefull skillnad finns

aven mellan grupp 1 och grupp 3 géllande N-tiol foreningar (pmol/mg).

Man kan se en dosberoende minskning av mangden féreningar mellan grupperna under
interventionsperiodens sista vecka (vecka 12). Denna minskning kan ses for alla tre typer av
foreningar. | bild 2 3skadliggoérs totala mangden N-nitroso foreningar, i bild 3 N-hem
foreningar och i bild 4 N-tiol foreningar bade fore interventionsperiodens bérjan och under
dess sista vecka. Sett till den totala vikten fér avféringen (nmol/totalvikt) finns en betydelsefull

skillnad mellan grupp 1 och grupp 3 gdllande N-hem foreningar, se bild 5.

TABELL 4. Jamforelse mellan grupperna gallande N-nitroso, N-hem och N-tiol féreningar under
slutskedet, med hansyn till gruppernas utgangslage. Grupp 1: 70 % djurproteiner och 30 %
plantproteiner, grupp 2: 50 % djurproteiner och 50 % plantproteiner och grupp 3: 30 % djurproteiner
och 70 % plantproteiner.

P-virde?
Férening Vecka ANCOVA! Interventionsgrupper
pmol/mg? nmol/totalvikt*

1 2 0,116 1,000

N-nitroso 12 0,000 1 3 0,000 0,110
2 3 0,096 0,215

1 2 0,074 0,913

N-hem 12 0,000 1 3 0,000 0,007
2 3 0,035 0,128

1 2 0,761 1,000

N-tiol 12 0,034 1 2 0,030 0,091

2 3 0,560 0,679

lJamférelse mellan grupperna under vecka 12 (pmol/mg), signifikant om <0,05.

2Kovariansanalys med utgangslaget som kovariat, signifikant om <0,05.

3vardena som man fick frdn analysen av N-nitroso féreningar, anges i pmol/mg.

3Har raknats ut i efterhand baserat pa vardena i pmol/mg och avféringens totalvikt, anger den totala mangden
foreningar i nmol/totalvikt avféring.
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BILD 2. Mangden totala N-nitroso féreningar i pmol/mg avforing fore interventionsperioden (vecka 0)
och under interventionsperiodens sista vecka (vecka 12). Boxarna innehaller halften av
observationerna och tvarstrecket visar medianens plats. Streckens avslut motsvarar det storsta och
minsta observerade vardet; avvikande varden betecknas med cirklar och stjarnor.
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BILD 3. Mangden N-hem foéreningar i pmol/mg avféring fore interventionsperioden (vecka 0) och under
interventionsperiodens sista vecka (vecka 12). Boxarna innehaller hilften av observationerna och
tvarstrecket visar medianens plats. Streckens avslut motsvarar det stérsta och minsta observerade

vardet; avvikande varden betecknas med cirklar och stjarnor.
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BILD 4. Mangden N-tiol foreningar i pmol/mg avforing fore interventionsperioden (vecka 0) och under
interventionsperiodens sista vecka (vecka 12). Boxarna innehaller halften av observationerna och
tvarstrecket visar medianens plats. Streckens avslut motsvarar det stérsta och minsta observerade
vardet; avvikande varden betecknas med cirklar och stjarnor.
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BILD 5. Méangden N-hem foreningar i nmol/avféringens totalvikt i de tre grupperna under
interventionsperiodens sista vecka. Boxarna innehaller hilften av observationerna och tvéarstrecket
visar medianens plats. Streckens avslut motsvarar det storsta och minsta observerade vardet;
avvikande varden betecknas med cirklar och stjarnor.
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| slutet av interventionsperioden finns det dven en betydelsefull skillnad mellan grupp 1 (70 %
djurproteiner och 30 % plantproteiner) och grupp 2 (50 % djurproteiner och 50 %
plantproteiner), i avforingsviktens medeltal, se bild 6. Gdllande medeltal hade grupp 1 den
minsta avforingsvikten medan grupp 2 hade den storsta vikten. | bilaga 2 finns information om
avforingsvikten for de tre grupperna fore och i slutet av interventionsperioden.
Avforingsvikten korrelerade aven med bade fiberintaget (p=0,000) och den totala mangden
N-nitroso féreningar (p=0,000) i avforingen, vilket ocksa askadliggors i bilaga 3. Med 6kande
fiberintag 6kade ocksa avforingsvikten. Da mangden N-nitroso foreningar i avforingen dkade

(pmol/mg), minskade daremot avforingsvikten.
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BILD 6. Den sammanlagda vikten i gram for de tva av slutskedets avforingstillfallen varifran
avféringsproverna togs. Boxarna innehaller hilften av observationerna och tvarstrecket visar
medianens plats. Streckens avslut motsvarar det storsta och minsta observerade vardet; avvikande
varden betecknas med cirklar och stjarnor.

43



Proteinintaget korrelerade inte med mangden N-nitroso foreningar i avféringen (p=0,622), se
bild 7. Fiberintaget korrelerade daremot med mangden N-nitroso féreningar (p=0,036), vilket
kan ses i bild 8. Det totala fiberintaget korrelerade med mangden N-nitroso féreningar och N-
hem foreningar men inte med mangden N-tiol féreningar i avféringen. Se bilaga 3 fére mera
information om korrelationer gillande fiber och proteiner med olika typer av N-nitroso
foreningar. Intaget av de olika naringsamnen, daribland protein och fiber, behandlas i en

annan magistersavhandling inom undersékningen ScenoProt, darfér behandlas det inte

narmare har.

12
Grupp

10 5
p=0622 3

Totala NOC (pmol/mg)

60 80 100 120 140 160 180 200
Proteinintag (g)

BILD 7. Ingen korrelation mellan proteinintag och totala mangden NOC i avféringen under vecka 12
kunde ses. Grupp 1: 70 % djurproteiner och 30 % plantproteiner, grupp 2: 50 % djurproteiner och 50
% plantproteiner och grupp 3: 30 % djurproteiner och 70 % plantproteiner. Pearson korrelation dar
gransen for statistisk signifikans ar <0,05.
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BILD 8. Korrelation mellan fiberintag och totala mangden NOC i avforingen kunde ses under vecka 12.
Grupp 1: 70 % djurproteiner och 30 % plantproteiner, grupp 2: 50 % djurproteiner och 50 %
plantproteiner och grupp 3: 30 % djurproteiner och 70 % plantproteiner. Pearson korrelation dar

gransen for statistisk signifikans ar <0,05.
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7. DISKUSSION

7.1 Granskning av undersokningsresultaten

Grupp 1 och grupp 3 ar de tva grupperna i undersékningen med de storsta skillnaderna i
kosten gallande proteinkallorna. | grupp 1 bestod proteinintaget av 70 % djurproteiner och 30
% plantproteiner och i grupp 3 var forhallandet det motsatta, 30 % djurproteiner och 70 %
plantproteiner. Grupp 3 var den grupp dar den stérsta andelen av djurproteiner ersatts med
plantproteiner. Det ar darfor logiskt att skillnaden mellan grupp 1 och grupp 3 géllande
mangden N-nitroso foreningar, N-hem foéreningar och N-tiol féreningar ar storst, vilket
bekraftades av resultaten som visade att skillnaderna var statistiskt betydelsefulla gallande
mangden av alla féreningar (pmol/mg) mellan grupp 1 och grupp 3. Tabell 3 &r den som ger
den mest riktiga beddmningen av skillnaderna mellan grupperna eftersom den ocksa tar
hansyn till gruppernas utgangslage gallande halten av féreningarna. Det ar av stor betydelse
att utgangslaget i mangden féreningar inte skiljde sig at mellan grupperna, eftersom det har

gor slutskedets resultat mera tillforlitliga.

Hypotesen for den har undersokningen var att halten av N-nitroso foreningar i avféringen
kommer att vara mindre hos de som atit en kost dar en del av djurproteinkallorna ersatts med
plantproteinkallor, jamfort med de som fatt en stérre mangd av sina proteiner fran
djurproteinkallor. Speciellt rott kott och processat kott innehaller stora mangder hemjarn,
nitriter, aminer, amider och nitroso agenter som alla anses kunna bidra till en 6kad bildning
av N-nitroso foreningar (Tricker m.fl. 1991). Ocksa vitt kott innehaller aminer och amider, men
hemjarn i mindre mangder (Bingham m.fl. 2002). Hemjarn kan fungera som en katalysator for
bildningen av N-nitroso foreningar (Bastide m.fl. 2011). Aminer och amider kan i sin tur bilda
N-nitroso foreningar genom att reagera med nitroso agenter (Tricker m.fl. 1991). Nitroso
agenter kan ha sitt ursprung i nitriter som det speciellt finns mycket av i processade

kottprodukter (Dunrow m.fl. 2010). Det var den har informationen som hypotesen grundade
sig pa.

Resultaten fran undersokningen &r i linje med den ursprungliga hypotesen, eftersom en
stegvis minskning i halten av alla tre foreningar kan ses da man erséatter djurproteiner med

plantproteiner. En betydelsefull skillnad i mangden féreningar ses framst mellan grupp 1 och

grupp 3. Det ser alltsa ut som att en betydande minskning av mangden djurproteiner behovs
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for att man skall fa en betydelsefull minskning i mangden N-nitroso féreningar i avforingen.
Men gallande N-hem foreningar var skillnaden mellan grupp 1 och 2 nara statistisk signifikans
(p=0,074). Aven om detta inte var en betydelsefull skillnad, behéver inte detta betyda att
denna skillnad inte ar biologiskt betydelsefull. | och med den betydelsefulla skillnaden
géllande N-hem foreningar mellan grupp 2 och grupp 3, tyder resultaten ocksa pa att de som
redan har en kost som innehaller en del plantproteiner, kan ha ytterligare nytta av att ersatta
annu mera djurproteiner med plantproteiner baserat pa mangden N-nitroso féreningar i

avféringen.

Eftersom kallorna till protein kontrollerades noggrant i den har undersékningen, kan man sluta
sig till att mycket av forandringarna som kan ses i halterna av N-nitroso foreningarna i
avforingen, beror just pa skillnaderna i proteinkallorna. Deltagarna uppmanades att halla
intaget av fett likadant som fore interventionsperiodens borjan och sadana livsmedel som inte
ar proteinkallor fick de konsumera som de ville. Kallorna till protein var den stora férandringen
i deltagarnas kost, vilket innebar att de ocksd borde vara den framsta orsaken till de
observerade forandringarna i mangden N-nitroso, N-hem och N-tiol féreningar. Intaget av
protein kunde inte heller ses korrelera med mangden totala N-nitroso foreningar, N-hem
foreningar och N-tiol foreningar. Vilket ocksa indikerar pa att mangden protein man
konsumerar inte direkt har nagon inverkan pa bildningen av N-nitroso foreningar, utan att det

ar typen av proteinkélla som framst kommer att paverka bildningen.

Halterna av N-tiol féreningar i var undersokning var sa ldga att de med de ursprungliga
metoderna och forhallandena inte kunde detekteras i proverna, varfér nya matningar med
justerade metoder utfordes. | en annan undersékning observerade man ocksa mycket lagre
halter av nitrosotioler jamfort med nitrosylhem, vilket antogs bero framst pa att rott kott
innehaller mycket hemjarn som kan framja bildningen av nitrosylhem. Aven om halternai den
undersokningen av tiolbaserade foreningar anda var sa hoga att de kunde detekteras (Kuhnle

m.fl. 2007).

| var undersokning granskades forutom koncentrationen (pmol/mg) av de olika typerna av N-
nitroso féreningar i avféringen, ocksa den totala mangden féreningar (nmol/totalvikt) i de tva
dagarnas avforingstillfdllena som avforingsproverna togs ifran. Koncentrationen av N-nitroso
foreningar kan beratta om hur utsatt tarmens yta ar for féreningarna. En hég koncentration

leder t.ex. till att en stérre andel av de skadliga N-nitroso féreningarna star i kontakt med
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tarmens yta, och darmed paverkas tarmens yta mera negativt an om koncentrationen skulle
vara lagre. Den totala mangden N-nitroso foreningar i avféringsproven sager daremot nagot
om hur stor kapacitet cellerna eller bakterierna i tarmen har att producera N-nitroso
foreningar. Olika tarmmiljder med olika sammansattning tarmbakterier kan ha olika stor

kapacitet att producera N-nitroso foreningar (Hughes m.fl. 2001).

7.2 Jamforelse med tidigare undersokningar

Resultaten i var undersokning ar i samma linje med resultaten fran tidigare undersdkningar
som gjorts gillande N-nitroso féreningar och deras samband med kosten. Aven om de héar
undersokningarna har varit av litet olika typer, utforts pa litet olika satt, har de anda i grunden
haft samma mal; att undersoka N-nitroso foreningarnas samband med kosten. Man har i flera
andra undersodkningar kunnat se att bade en kost med litet rétt kott och en vegetarisk kost,
leder till mindre mangder N-nitroso foreningar i avforingen, jamfért med en kost med mycket
rott kott (Bingham m.fl. 1996, Cross m.fl. 2003, Hughes m.fl. 2001, Joosen m.fl. 2009, Kuhnle
m.fl. 2007).

Det som skiljer var undersokning fran manga av de andra undersékningarna, ar att fokus i var
undersokning 1ag pa ersattning av djurproteinkallor med plantproteinkallor. De flesta andra
undersokningar har ofta fokuserat specifikt pa mangden rott kott da man studerat N-nitroso
foreningarnas samband med kosten. Var undersékning hade ocksa ett mycket hogre
deltagarantal och en mycket langre interventionsperiod &n nagon av de andra

undersokningarna.

| en experimentell undersokning med atta frivilliga manliga deltagare, sdg man att halten av
N-nitroso féreningar i avféringen var hogre hos de som at en kost med mycket rott kott (600
g/dag) jamfort med de som at en kost med litet rott kott (60 g/dag) under nio veckors tid
(Bingham m.fl. 1996). Det har innebar att deltagarna i gruppen med litet kott konsumerade
420 g rott kott per vecka, vilket motsvarar rekommendationen om roétt kott (under 500
g/vecka) i de finlandska naringsrekommendationerna (VRN 2014). Mangden motsvarar dven
malmangden rott och processat kott som deltagarna under en vecka konsumerade i gruppen
med 50 % djurproteiner och 50 % plantproteiner i var undersokning. | Binghams undersokning
orsakade varken fisk eller vitt kott samma 6kning av N-nitroso féreningar i avféringen som rott

kott gjorde. | den har undersékningen sag deltagarnas dieter lika ut férutom i fraga om
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mangden kott, men deltagarmangden var betydligt lagre an i var undersdkning (Bingham m.fl.

1996).

Mangden rott kott i tidigare namnda experimentella undersdkning, var valdigt hog i gruppen
med det hogre intaget av rott kott (Bingham m.fl. 1996). Enligt Finelis databas med livsmedel
bestar t.ex. en medelstor portion noét inre filé av 190 g kott, det har innebar att en person
skulle behova ata tre sadana portioner for att komma upp till ett dagligt intag av 600 g rott
kott per dag (Fineli 2018). Enligt FinRavinto rapporten fran ar 2017 ater mannen i Finland i
medeltal rott kott 490 g/vecka (exklusive mera ovanliga former av rott kétt sasom lamm, vilt
och organdelar) och korv och charkuterivaror 413 g/vecka, medan motsvarande konsumtion
for kvinnor for rott kott ar 259 g/vecka och for korv och charkuterivaror 203 g/vecka
(FinRavinto 2017). Mannens dagliga intag av rott och processat kott ar darmed i medeltal 129
g/dygn medan kvinnornas ar 66 g/dygn. Det har ar betydligt mindre mangder rétt och
processat kott an vad som anvants i tidigare undersokningar. Var undersoékning ar darfér mera
realistisk, eftersom man dar inkorporerade proteinkallor som ar centrala i den finlandska
kosten, och inte endast fokuserade pa rott koétt. Konsumtionen av vitt kott, speciellt
kycklingkott, har t.ex. 6kat under de senaste aren vilket visar pa betydelsen att inte endast

fokusera pa rott kott (Naturresursinstitutet 2018).

En annan experimentell undersokning som studerade 21 friska man pa en kost med litet rott
kott (60 g/dag) och mycket rott kott (420 g/dag), visade ocksa pa liknande resultat (Cross m.fl.
2003). Undersokningen utfordes pa ett randomiserat satt med o6verkorsningsdesign i en
metabolisk svit under tre perioder pa 15 dagar och deltagarna fick all mat fran
undersoékningen. Halten av N-nitroso foreningar i avforingen var hogre i gruppen som at mera
rott kott. Om man daremot ersatte proteinerna fran kétt med samma mangd plantproteiner,
observerades inte nagon okning i mangden N-nitroso foreningar. Mangden protein skiljde sig
at mellan de olika diettyperna, dieten med litet rott kott inneholl 65 g protein och dieten med
mycket rott kott eller motsvarande mangd plantproteiner innehoéll 143-150 g protein. | den
har undersokningen observerade man ocksa att tillskott med hemjarn 6kade mangden N-
nitroso foreningar i avforingen. Resultaten fran den har undersdkningen ar liknande som de i
var undersokning, plantproteiner ser t.ex. inte ut att 6ka bildningen av N-nitroso foreningar
pa samma satt som djurproteiner eller framst rott kott gér. Man menade i undersokningen att

innehallet av hemjarn i djurproteinkallor &r den troliga forklaringen till detta (Cross m.fl. 2003).
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Utgdende fran resultaten i var undersdkning kan man se att det ser ut att finnas en dos-
beroende minskning av N-nitroso foreningar i avféringen da man ersatter djurproteiner med
plantproteiner i kosten. En dos-beroende 6kning av N-nitroso féreningar har i andra
undersokningar kunnat ses da intaget av rott kott 6kat. | en randomiserad experimentell
studie undersokte man effekten av antingen 0 g, 60 g, 240 g eller 420 g rott kott dagligen pa
mangden N-nitroso foreningar. Studien utférdes under fyra perioder pa 10 dagar var, med
atta frivilliga man. Man kunde se att det skedde en stegvis 6kning av mangden N-nitroso
foreningar i avforingen da intaget av kott 6kade. Ingen skillnad sags dock mellan de tva minsta
mangderna, 0 g och 60 g kott. Varje testperson fungerade som sin egen kontroll och studien

utfordes med en 6verkorsningsdesign (Hughes m.fl. 2001).

| en annan experimentell undersékning med 6verkorsningsdesign studerade man 12 friska
individer som under undersokningens gang levde i en metabolisk svit. Deltagarna tilldelades
slumpmadssigt antingen en diet med mycket rott kott (420 g/dag) eller en vegetarisk diet som
de foljde under tre dagars tid. Mangden nitrosyljarn och nitrosotioler var i gruppen med rott
kott betydligt hogre an i den vegetariska gruppen. Den vegetariska dieten hade dock ett hogre
innehall av fiber, 30 g/dag jamfort med 13 g/dag i dieten med mycket rott kott. Fransett de
har faktorerna var dieterna sag gott som identiska (Kuhnle m.fl. 2007). Ocksa i var
undersokning kunde en stegvis 6kning ses i intaget av fiber fran gruppen med storst andel
djurproteiner (28,4 + 13,2 g/dag) mot gruppen med storst andel plantproteiner (36,2 + 7,1
g/dag). Intaget av fiber i den grupp i var undersdkning som at mest djurproteiner, var anda
betydligt hogre an i gruppen i tidigare ndmnda undersdkning med storst konsumtion av rott

kott.

De halter av nitrosyljarn som observerades i Kuhnles undersékningen var betydligt hogre an
de halter av N-hem foreningar som observerades i var undersokning. Medelinnehallet av
nitrosyljarn i avféringen var 91.6 + 46.2 pmol/mg for kottgruppen (420 g/dag) och 0.2 £ 0.03
pmol/mg for den vegetariska gruppen (Kuhnle m.fl. 2007). Samma monster observerades
ocksa géallande mangden nitrosotioler. | var undersdkning ar motsvarande varden fér N-hem
foreningar 2,5 + 1,9 pmol/mg for gruppen som hade det hogsta intaget av djurproteiner och

1,4 + 0,9 pmol/mg for gruppen som hade det minsta intaget av djurprotein.

En orsak till skillnaden i mangden nitrosyljarn och N-hem féreningar mellan Kuhnles och var

undersokning, ar att nitrosyljarn bestar av olika typer av foreningar, daribland N-hem (Kuhnle

50



m.fl. 2007). Det har innebar att mangden nitrosyljarn bestar av den sammanlagda mangden
av olika typer av nitrosyljarn foreningar. Men Kuhnle konstaterar anda att nitrosylhem, eller
N-hem foreningar, utgdr majoriteten av den uppmatta mangden nitrosyljarn, vilket
fortfarande antagligen innebdr en mycket hégre niva av N-hem foreningar an den som

uppmattes i var undersokning.

En annan mojlig forklaring till skillnaden i nitrosyljarn kan vara att den grupp i var
undersokning som konsumerade den storsta andelen djurproteiner, inte specifikt fick sina
djurproteiner fran rott kott. De fick sina djurproteiner fran en blandning av olika kallor (se bild
1). Intaget av rott kott i gruppen med det hosta intaget av rott och processat kott ar darfor
mindre i var undersokning. Det berdknade intaget av rétt och processat kott var sammanlagt
ungefar 100 g/dag for gruppen med det storsta intaget av rétt och processat koétt i var
undersokning. Rott kott har som tidigare konstaterats setts vara den framsta kallan till
bildningen av N-nitroso foreningar i avféringen, mycket pa grund av dess hoga innehall av
hemjarn. Ingen av undersokningsgrupperna i var undersokning at heller en helt vegetarisk
diet. Gruppen som hade den minsta andelen djurproteiner i sin kost (32 g rétt och processat
kott/dag), hade fortfarande en del icke-vegetariska livsmedel i sin kost, dven om de at
betydligt mindre kott, bade rott och vitt, an de dvriga grupperna. Det héar kan forklara varfor
mangden N-hem foéreningar var storre i var grupp med den minsta andelen djurproteiner an i

den vegetariska gruppen i Kuhnles undersokning (Kuhnle m.fl. 2007).

| en annan undersdkning dar man studerade N-nitroso foreningar hade man tva grupper med
manniskor som var indelade i tva undergrupper (Joosen m.fl. 2009). Undersdkningen var
randomiserad med en 6verkorsningsdesign och testdietens langd var 10 dagar, vilket aterigen
ar en mycket kortare langd an var undersdkning hade. Deltagarna fick all mat fran
undersokningen och levde pa undersdkningsenheten medan undersokningen pagick. | den
ena gruppen med 12 deltagare undersokte man en diet med rott kott jamfort med en
vegetarisk diet. | den andra gruppen med 16 deltagare, undersokte man en diet med processat
kott (konserverat med nitrit) jamfort med en vegetarisk diet. Dieten med kott inneholl for
mannen 420 g koétt/dag och for kvinnor 366 g kott/dag. Proteinintaget mellan grupperna
skiljde sig at. Grupperna med rott och processat kott hade ett proteinintag pa ungefar 145
g/dag medan det for den vegetariska gruppen var 77 g/dag. Den har skillnaden ar mycket

storre @n de skillnader i proteintag som observerades mellan vara grupper (grupp 1: 98 g/dag,
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grupp 2: 84 g/dag, grupp 3: 80 g/dag). Ett proteinintag pa 145 g/dag ar aven ratt hogt om man
jamfér med medelintaget for protein i Finland, som ar 98 g/dag fér man och 73 g/dag for

kvinnor (FinRavinto 2017).

Gruppen med den vegetariska dieten hade ett lagre innehadll av N-nitroso foéreningar i
avforingen jamfort med grupperna med rott eller processat kott (Joosen m.fl. 2009). Man
kunde inte se nagon skillnad mellan det roda kottet och det processade kottets féormaga att
inducera bildning av N-nitroso foreningar. Precis som i flera andra undersékningar utgjorde
nitrosyljarn majoriteten av den totala mangden N-nitroso foreningar (Joosen m.fl. 2009). Det
har overensstammer dven med resultaten i var undersokning, dar mangden N-tiol foreningar

var betydligt mindre an mangden N-hem féreningar.

7.3 Proteinkallornas betydelse for kolorektal cancer

Resultaten i var undersokning tyder pa att ersattning av djurproteiner i kosten med
plantproteiner leder till en mindre mangd N-nitroso foreningar i avféringen. Flera andra
undersokningar har ocksa visat pa att halten av N-nitroso foreningar i avforingen oftast ar
mindre hos de som &ater en vegetarisk kost eller en kost som ar plantbaserad med sma
mangder kott, jamfort med de som ater en kost med storre mangder rott kott (Bingham m.fl.
1996, Cross m.fl. 2003, Hughes m.fl. 2001, Joosen m.fl. 2009, Kuhnle m.fl. 2007). Huruvida en
plantbaserad kost kan bidra till en minskad risk for kolorektal cancer ar anda annu oklart, da
flera studier inte visat pa att risken skulle vara betydelsefullt mindre (Gilsing m.fl. 2015,
Sanjoaquin m.fl. 2004). Daremot ar det roda och processade kottets samband med kolorektal

cancer ratt klart (IARC 2016, WCRF 2017).

Aven om ligre halter av N-nitroso féreningar i avféringen kan bidra till en minskad risk for
kolorektal cancer, kan man inte med sakerhet sluta sig till hur stor effekt foreningarna har pa
risken for kolorektal cancer. Det kan finnas andra faktorer dn franvaron av kétt med en diet
med litet rott kott eller en plantbaserad diet, som kan leda till den minskade risken for
kolorektal cancer. Man har t.ex. observerat att vegetarianer ofta har en halsosammare kost
overlag dn andra (Orlich m.fl. 2014). | undersdkningar dar man studerat dieter med olika
mangd kott och deras samband med risken foér kolorektal cancer, har man forsokt se pa vilka

de bakomliggande orsakerna i kosten kan vara.
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| en kohortstudie med 10 210 deltagare sag man att vegetarianer och de som at litet rott kott
hade en icke-betydelsefull mindre risk for kolorektal cancer jamfort med de som at kétt 6 - 7
dagar/vecka (Gilsing m.fl. 2015). Man konstaterade dock att det inte var mangden kott i sig
som lag bakom denna skillnad i risk, utan istallet det hogre innehallet av fiber och soja i kosten
hos de manniskor som at helt vegetariskt eller endast litet kott. Som tidigare namnts har t.ex.
soja kunnat ses minska mangden N-nitroso foreningar i avféringen (Hughes m.fl. 2002). Soja
antas utdva denna effekt genom sin formaga att inhibera NO syntas, vilket leder till att mindre
NO finns tillgangligt for bildningen av N-nitroso foreningar (Terenzi m.fl. 1995). Ocksa i var
undersokning fick deltagarna soja i form av tofu. Gruppen med 30 % djurproteiner och 70 %
plantproteiner fick 300 g tofu/vecka medan gruppen med 50 % djurproteiner och 50 %

plantproteiner fick 300 g tofu varannan vecka.

| var undersokning sags ett betydelsefullt samband bade mellan méngden fiber och N-nitroso
foreningar och mangden fiber och avféringsvikten. En kost som ar plantproteinbaserad
innehaller ofta mycket fiber. Mycket fiber i kosten leder till att avforingen spenderar kortare
tid i tarmen (Song m.fl. 2015). Desto snabbare avféringen lamnar tarmen desto kortare tid
star skadliga @mnen i avforingen i kontakt med tarmens yta (Slavin m.fl. 2010). Det hér ar en
av orsakernatill att ett hogt intag av fiber forknippas med lagre risk for kolorektal cancer (Aune
m.fl. 2011, WCRF 2017). Precis som soja antas fiber ocksa kunna paverka N-nitroso

foreningarnas mangd i avforingen (Hughes m.fl. 2001).

Fiber kan paverka mangden N-nitroso foreningar som bildas genom att forkorta tiden
avforingen spenderar i tarmen. Mangden N-nitroso féreningar i avforingen har setts ha ett
positivt samband med tiden det tar for avforingen att ga igenom tarmen. Desto langre tid
avforingen ar i tarmen desto effektivare kan bakterierna bryta ner proteiner, vilket leder till
att det finns mera substrat i tarmen for bildningen av N-nitroso féreningar (Hughes m.fl. 2001).
Olika komponenter i fiber sasom cellulosa, pektin och karragenan, har ocksa setts kunna
minska aktiviteten hos de bakterier som kan reducera nitrit och nitrat, vilket kan minska
bakteriernas bildning av N-nitroso féreningar (Hughes m.fl. 2002). Utéver det har finns det
ocksa individuella skillnader i hur mycket bakterier man har i tarmen som kan reducera nitrat

och nitrit och ddrmed bidra till 6kad bildning av N-nitroso féreningar (Hughes m.fl. 2001).

Ytterligare en orsak till att en kost med ett mindre innehall av rétt och processat kott kan

kopplas till en minskad risk for kolorektal cancer, kan eventuellt bero pa att de som ater litet
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kott ofta ersatter en del av kottproteinerna med proteiner fran mjolk (Gilsing m.fl. 2015).
Mjolkprodukter innehaller mycket kalcium och kalcium anses ha en sannolikt skyddande
effekt mot kolorektal cancer (WCRF 2017). Kalcium antas kunna minska den cytotoxiska
aktiviteten som hemjarn kan utova, vilket ar en mojlig forklaring till det har sambandet (Sesink
m.fl. 2001). R6tt kott innehaller rikligt med hemjarn och det férekommer i mindre mangder i
andra typer av kott. Hemjarn kan fungera som en katalysator for bildningen av N-nitroso
foreningar (Cross m.fl. 2003). Férutom att 6ka bildningen av N-nitroso foreningar kan hemjarn
aven paverka risken for kolorektal cancer genom att fungera som en katalysator vid bildningen

av reaktiva syreforeningar (Padmanabhan m.fl. 2015).

En orsak till att vitt kott, sasom kyckling, inte har samma samband med kolorektal cancer som
rott kott, anses vara pa grund av att det innehaller en mindre mangd hemjarn (Bingham m.fl.
2002). Rott kott innehaller ungefar 10 ganger mera hemjarn an kyckling (Bastide m.fl. 2011).
Aven om tillagad kyckling &r en betydande killa till HCA-féreningar i kosten, som ocksd anses
vara antagligen karcinogena, har man dnda inte sett samma samband mellan kyckling och
kolorektal cancer som med rott kott (Carr m.fl. 2016). Det har tyder pa att det ar mojligt att
det ar hemjarn och inte HCA-féreningar som okar risken for kolorektal cancer mera (Bastide

m.fl. 2011).

| en prospektiv kohortstudie med 10 998 manniskor sag man inte att de som at kott mera
sallan an dagligen skulle ha mindre risk for utvecklingen av kolorektal cancer jamfort med de
som at kott dagligen (Sanjoaquin m.fl. 2004). Det har &r ett intressant resultat som kan
indikera pa att det finns andra faktorer i kosten dan konsumtionen av kott i sig som kan 6ka
risken for kolorektal cancer. | den har undersékningen konstaterade man &nda att alla
deltagare Overlag at valdigt hdlsosamt, vilket kan innebdara att andra dietadra faktorer kunde
skydda mot den 6kade risken for kolorektal cancer, som ofta ses vid en hogre konsumtion av
kott. Vitamin E och vitamin C, som det finns mycket av i en hdlsosam kost rik pa gronsaker och
frukt, kan t.ex. mojligtvis minska bildningen av N-nitroso féreningar (Loh m.fl. 2011).
Gronsaker, frukt, baljvaxter och saddesslag som alla dr bestandsdelar i en hdlsosam kost,
innehaller ocksa mycket polyfenoler (Scalbert m.fl. 2005). Dessa har kunnat ses férhindra
hemjarns bildning av reaktiva syreféreningar (Bastide m.fl. 2011). Vidare ndmns aven att fallen
av kolorektal cancer var ovanligt 1ag i kohorten i Sanjoaquins studie vilket eventuellt kan

forklaras med de hdlsosammare matvanorna (Sanjoaquin m.fl. 2004).
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7.5 Undersokningens styrkor och svagheter

En styrka med var undersokning ar det mycket hogre antalet undersékningsdeltagare jamfort
med manga andra undersokningar som studerat N-nitroso foreningar och deras samband med
kosten. Den totala mangden deltagare i var undersokning var 136 personer och 135 som togs
med i den slutliga analysen av N-nitroso féreningar och N-hem féreningar i avforingen, 98
gallande N-tiol foreningar. Det har ar ett avsevart hogre deltagarantal an de andra
undersokningarna som behandlat N-nitroso foreningar haft, dar deltagarantalet varit runt 10
personer. Ett hogre deltagarantal borde kunna ge en battre representation av befolkningen
och ocksa minska risken for att slumpen kan paverka resultaten i ndgon viss riktning. Langden
pa var undersokning ar dven en styrka i och med att interventionsperioden rackte tre

manader. Det har ar mycket langre an nagon av de andra undersdkningarna pagatt.

Utgangslaget gallande halterna av N-nitroso foreningar, N-hem féreningar och N-tiol
foreningar i avforingen skiljde sig inte at mellan de tre dietgrupperna i var undersodkning. Det
har ar en fordel eftersom det da ar lattare att jamféra grupperna sinsemellan efter
interventionsperioden. Proteinkallorna i kosten kontrollerades ocksa noggrant, i och med att
deltagarna under interventionsperioden tilldelas manga av proteinkallorna i kosten fran
undersokningen. Det har gor det lattare att kunna sluta sig till att det ar just forandringarna i
kostens proteinkallor som ger upphov till férandringarna i mangden N-nitroso foreningar och

andra markorer.

Aven om den hir undersdkningen fokuserar pa ersattning av djurproteiner med
plantproteiner och hur det har paverkar halten av N-nitroso foreningar i avféringen, kan det
finnas andra faktorer i kosten som till viss del ocksa kan paverka halten av féreningarna. | en
tidigare undersokning har t.ex. soja kunnat ses minska mangden N-nitroso féreningar i
avféringen (Hughes m.fl. 2002). Aven om man i var undersdkning fokuserade pa att
plantproteinerna skulle komma fran inhemska kallor, sasom exempelvis produkter baserade
pa bondbonor, var tofuprodukter ocksa en del av dieten. Framst i gruppen med 30 %
djurproteiner och 70 % plantproteiner, men ocksa i mindre man i gruppen med 50 %

djurproteiner och 50 % plantproteiner.

Men eftersom den har undersékningen fokuserade pa kosten som helhet sett till

proteinsammansattningen, behéver sojans samband med halten av N-nitroso féreningar inte
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vara en storande faktor. Det har pa grund av att konsumtionen av soja ar en naturlig del av en
kost som till storsta delen bestar av plantproteiner, det kan darfér anses vara en sidoeffekt av
en plantproteinbaserad kost. Pa samma satt som djurproteinkallor med sitt hemjarn kan bidra
till 6kad bildning av N-nitroso féreningar (Cross m.fl. 2003). Man ser alltsa pa helheten

gdllande en djurproteinbaserad och en plantproteinbaserad kost.

Till svagheterna hor att det alltid ar mojligt med misstag gallande undersdkningar som
involverar manniskor. Ett exempel pa detta dr hanteringen av avféringsproverna. Aven om
deltagarna fatt detaljerade anvisningar om hur de skall ga till vaga, kan man inte med sdkerhet
sluta sig till att avforingsproverna alltid behandlats enligt instruktionerna, t.ex. ifrdga om att
kylkedjan inte far brytas. Ocksa vid hantering av avforingsproverna i samband med analyserna
kan det ha skett misstag, aven om fardigt uppgjorda protokoll féljdes och proverna alltid
behandlades med forsiktighet och i enlighet med instruktionerna. Men manskliga misstag kan
anda forekomma och det kan vara svart att sluta sig till var dessa kan forekomma eftersom de

oftast ar omedvetna.

Gallande N-tiol féreningarna var en del varden negativa efter utrdakning av mangden i
avforingsproverna, eftersom halterna av N-tioler var sa sma att de i vissa fall inte kunde
detekteras. Om en stérre mangd varden hade kunnat detekteras, hade det kunnat bidra med
ytterligare information. Mangden av varje typ av forening i ett avféringsprov mattes en gang,
for att fa ytterligare information om mangden hade man kunnat utféra en parallell matning,
sa att den slutliga mangden forening skulle ha raknats ut som ett medeltal av de tva vardena
fran samma prov. Det hadr hade kunnat minska risken for paverkan av slumpen och
omstandigheter, dven om det vore betydligt mera tidskrdvande att utfora parallella

matningar.

Deltagarna tilldelades en stor del (2/3) av de livsmedel som konsumerades under
undersokningens gang fran undersokningen och de uppmanades att noggrant folja testdieten.
De fick dven vagledning gallande testdieten under besdken pa undersdkningsenheten en gang
per vecka. Man kan anda inte sluta sig till att deltagarna foljde testdieten till punkt och pricka
varje dag. Deltagarna fyllde dock i matdagbok fyra dagar bade fore interventionsperioden och
under dess sista vecka. En styrka ar att bade vardagar och helgdagar inkluderades i
matdagbockerna, eftersom matvanorna kan se litet olika ut under vardag och helg. Under

interventionsperioden fylldes matdagbok i en dag per tre veckor. Aven om det hir ger en bild
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av hur deltagarna at under interventionsperioden, ar det anda svart att veta exakt hur
noggrant deltagarna foljde den angivna kosten och hur bra dagarna som deltagarna fyllde i

matdagbok, representerade deras matvanor i helhet under interventionsperioden.

Undersokningen var kontrollerad, vilket innebar att deltagarna tilldelades stérsta delen av de
livsmedel de skulle konsumera under undersdkningens gang fran de som ledde
undersokningen. | manga andra undersdkningar gallande N-nitroso foreningar och kosten har
deltagarna levt pa en undersokningsanlaggning, vilket kan gora det svart att tillampa
resultaten for 6vriga manniskor vars kost kan variera fran dag till dag. Fordelarna med var
undersokning ar att resultaten lattare kan tillampas till andra manniskor eftersom deltagarna
fortsatte med sina normala liv under interventionsperioden. De fordandringar som sags i
mangden N-nitroso foreningar ar darfor realistiska ocksa for de som sjalva forsoker lagga om

sin kost och dta mera plantproteinbaserat.

7.6 Undersokningens betydelse och framtid

Den héar undersokningen ar av betydelse eftersom det annu inte gjorts en sa stor mangd
undersokningar gallande N-nitroso foreningar och deras samband med kosten. Den ar ocksa
av betydelse eftersom N-nitroso féreningar klassas som antagligen karcinogena fér manniskan
av IARC, och flera studier har ocksa visat pa deras mdjliga samband med kolorektal cancer
(Loh m.fl. 2001, Zhu m.fl. 2014). Kolorektal cancer ar i sin tur i toppen gallande dédlighet i
cancer bland icke-rokare i valutvecklade lander, vilket gor dess forebyggande ett viktigt mal
for manniskors halsa runt om i varlden (Bastide m.fl. 2011). Det ar darfér Onskvart att
innehallet av N-nitroso foreningar i avforingen skall vara sa lagt som majligt. Var undersékning
kan ge forslag pa relativt enkla kostforandringar som kan fa till stand sankningar i avforingens
innehall av N-nitroso féreningar. Man bor ocksa komma ihag att det inte endast ar N-nitroso
foreningarna i rott kott som anses kunna oka risken for kolorektal cancer, hemjarn, Neu5Gec,

HCA och PAH foreningar dr nagra andra substanser som ocksa kan bidra till den 6kade risken.

Processat kott anses ha ett overtygande samband med kolorektal cancer och rott kott anses
ha ett troligt samband (WCRF 2017). Processat kott ar det enda livsmedel férutom
alkoholdrycker som anses just ha ett 6vertygande samband med kolorektal cancer, vilket visar
pa dess betydelse for utvecklingen av denna typ av cancer. Av IARC klassas ocksa processat

kott som en grupp 1 karcinogen och rott kott som en grupp 2 karcinogen (Bouvard m.fl. 2015).
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Det ar anda oklart exakt hur det réda och processade kottet utévar denna effekt. Samtidigt
bor man ocksa komma ihag att kott ar en viktig proteinkalla for manga eftersom det innehaller
alla nédvandiga aminosyror. Kott ar aven en viktig kalla for jarn och zink. Om man uppmanar
folk att ersatta en del djurproteiner i kosten med plantproteiner for att minska sin risk for
kolorektal cancer, bor man ocksa samtidigt se till att de far tillrdackligt mycket information om
en plantproteinbaserad kost sa att de inte utvecklar brister pa naringsamnen, vitaminer eller
mineraler. | en tidigare undersokning foreslar man t.ex. att istallet for att helt sluta konsumera
rott kott, kanske man istallet borde fokusera pa att inhibera de mekanismer som ligger bakom
det roda kottets samband med kolorektal cancer (Bastide m.fl. 2011). Det har kan vara en

intressant fraga att studera mera ingdende i framtiden.

Den har undersdkningen visar pa att det finns en stérre mangd N-nitroso foreningar i
avféringen hos de personer som far stoérsta delen av sina proteiner fran animaliska kallor,
jamfort med de som far storsta delen av sina proteiner fran plantkallor. Undersdkningen
svarar dock inte direkt pa fragan om det héar ar orsaken av djurproteiner 6verlag eller ocksa av
de amnen som finns i rott och processat kott, sasom stora mangder hemjarn och nitriter. Som
tidigare namnts har t.ex. kyckling och fisk inte visat sig ha samma samband med kolorektal
cancer som rott och processat kott (English m.fl. 2004, WCRF 2017). Men om kyckling
forekommer i processade kottprodukter ar fallet antagligen ett annat, eftersom processade
kottprodukter kan kopplas till kolorektal cancer. En hypotes ar att de som dter mera vitt kott
ocksa ater hdalsosammare overlag (Miller m.fl. 2013). I var undersdkning tilldelades deltagarna
daremot alla typer av proteinkdllor i sin kost fran undersokningen vilket betyder att
antagandet att de som ater mera vitt kott annars ocksa ater halsosammare, inte borde
paverka resultaten har, eftersom deltagarna inte sjalva valde om de at rott eller vitt kott. |
framtiden vore darfor ett undersdkningsomrade att undersoka skillnaden i halten av N-nitroso
foreningar mellan grupper som far sin djurproteiner fran kyckling och fisk, jamfort med de
som far storsta delen av sina djurproteiner fran rott kott och hur en plantbaserad kost skulle

jamfora sig med dessa tva.

En fokusering pa helhetskosten som var undersékning har, kan vara lamplig om man skall
implementera resultaten fran en undersokning pa befolkningsniva. Det kan vara avsevart
lattare for manniskor att ta till sig rad om kosten som grundar sig pa att man skall 4ta mera av

exempelvis bonor, gronsaksbiffar, tofu och sojaprodukter, &n att rekommendera en 6kad
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konsumtion av en viss bestandsdel i kosten, exempelvis fiber. Det kan vara enklare for
manniskor att félja livsmedelsrekommendationer eftersom de inte behover lasa
innehallsférteckningen pa alla livsmedel utan de kan istéllet vélja specifika livsmedel. Viktigt
att komma ihag ar att manga ocksa har litet kunskap om matens bestandsdelar, och de har
kanske inte kunskap eller ork att soka upp livsmedel som innehaller laga/htga nivaer av
specifika naringsamnen och substanser i maten. Om man daremot rekommenderar ett hogre
intag av specifika vaxtproteinkallor, borde man automatiskt kunna forbattra sin kost och fa i
sig mera avde amnen man behdver och mindre av sddana som kan 6ka bildningen av N-nitroso

foreningar.

Den héar undersokningen sager inte nagot om det eventuella sambandet mellan N-nitroso
foreningar och kolorektal cancer. | framtiden kunde ett undersokningsomrade ocksa vara att
langsiktigt undersdka manniskors kost, halten av N-nitroso foreningar i avféringen och en
potentiell utveckling av kolorektal cancer. N-nitroso féreningar anses anda vara potentiellt
karcinogena, vilket betyder att man borde kunna dra slutsatsen att hoga halter av dessa i

avforingen ger en okad risk for kolorektal cancer.
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8. SLUTSATSER

Malet med den har undersokningen var att se om det finns nagon skillnad i mangden N-nitroso
foreningar, N-hem foreningar och N-tiol féreningar i avforingen mellan manniskor da man
ersatter en del av djurproteinkallorna i kosten med plantproteinkallor. Analyserna mellan vara
grupper visar att det finns skillnader mellan de som &tit en huvudsakligen djurproteinbaserad
kost och de som huvudsakligen atit en plantproteinbaserad kost. De som &tit 30 %
djurproteiner och 70 % plantproteiner hade en betydelsefullt mindre mangd av N-nitroso
foreningar, N-hem féreningar och N-tiol féreningar i avforingen jamfort med de som atit 70 %
djurproteiner och 30 % plantproteiner. De som atit 30 % djurproteiner och 70 % plantproteiner
hade ocksa en betydelsefullt mindre mangd N-hem foreningar i avféringen jamfort med de

som atit 50 % plantproteiner och 50 % djurproteiner.

Det ar annu oklart exakt hur N-nitroso féreningar bildas och de kan bildas genom flera olika
mekanismer. Om man skulle fa mera klarhet i deras bildning skulle det kunna vara lattare att
ge rekommendationer, t.ex. géllande kosten, som kan minska bildningen av féreningarna.
Resultaten i var undersokning pekar pa att djurproteiner 6kar bildningen av N-nitroso
foreningar medan plantproteiner inte ger upphov till 6kad bildning. Ett hogre intag av fiber
hade dven ett betydelsefullt samband med en mindre mangd N-nitroso féreningar i
avféringen. Utgaende fran tidigare undersokningars resultat dr det anda mest troligt att det
ar skillnaden i proteinkéallor, som ocksa gav upphov till stérsta delen av de forandringar i
mangden N-nitroso, N-hem och N-tiol féreningar man kunde se mellan grupperna i var

undersokning.

Den har undersokningen pekar darfor pa att en plantproteinbaserad kost kan vara ett satt
genom vilket man kan minska risken for kolorektal cancer, eftersom N-nitroso féreningar
anses vara potentiella karcinogener. Man kan dock inte dra nagra definitiva slutsatser
utgdende fran en eller bara nagra fa undersokningar. Mera undersékningar om amnet behovs
for att man skall kunna dra slutsatser. Men eftersom WCRF i sin rapport konstaterar att
processat och rott kott har ett dvertygande respektive troligt samband med kolorektal cancer,
bor man i vilket fall som helst se efter alternativa proteinkallor till det processade och roda

kottet i viss man.
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BILAGOR

Bilaga 1: Instruktioner for tagning av avforingsprov (slutskedet)

Bdsta undersékningsdeltagare,

Du har fatt provtagningstillbehor fér insamlingen av avféringsprov. Samla in proven fran tre dagar under
den sista dietveckan.

Styroxvaskan innehaller foljande redskap som behovs for provtagningen:

- 3 -4 kylackumulatorer

- Rondskalar

- Enstor plastpase

- Vag

- 1 minigrip-pase, dar det finns

o}

o}

o]
o]

tva (2) plastburkar med lock

1 provrér, med inbyggd sked fér provtagning
1 engangssked

engangshandskar

- 2 minigrip-pasar, i vilka bada finns

o}

o]
o]

tva (2) plastburkar med lock
1 engangssked
engangshandskar

- Permanent-tusch

- En blankett fér provtagningsinformationen och en anvisning for att utvardera avforingens konsistens
pa Bristol-skalan

Provtagning:

Las noggrant igenom instruktionerna fore provtagningen.

- Frys kylackumulatorerna i god tid fére aterlamning av proverna. Proverna aterlamnas frysta
tillsammans med kylackumulatorerna férpackade i styroxvaskan. | samma styroxvaska kan det ocksa
finnas dygnsurinprover, om du dterlamnar proverna pa samma dag.

- Avforingsproverna samlas in fran tre dagar. Dagarna behdver inte vara efter varandra féljande, meni
vilket fall som helst frdn samma vecka (7 dagar).

- Alla avforingssatser fran insamlingsdagen vags forst pa vagen och vikterna skrivs upp pa blanketten.
Prov tas endast fran en avforingssats per dag genom att félja féljande instruktioner.

Tom tarmen pa rondskalen. Vag avforingen pa vagen och skriv upp vikten pa blanketten.
Vagen behover inte tareras, du behdver alltsd inte subtrahera rondskalens vikt (det gor vi har).
Utvardera avforingens konsistens pa Bristol-skalan, som finns askadliggjord i slutet av de har
instruktionerna, och skriv upp avforingens typ i tabellen pa skalan 1-7.

Om du témmer tarmen flera gdnger per dag, kom ihag att vaga alla produktioner och skriva
upp det pa blanketten.

Ta endast prov fran en avféringsgadng per dag, inte fran alla.

Ta provroret och -burken ur pasen, dar det star DAG 1.
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o Ta forst en ordentlig sked avforing fran avforingens mitt, sa att inte maojliga harda tappar fran
bérjan kommer med, till provroret (pa klisterlappen: Mikroprov B) med hjalp av skeden som
finns i provroret. Stang korken ordentligt.

o Ta avforing (fran mittpunkten) med engangsskeden till den lockférsedda plastburken (pa
klisterlappen PROV 1B) ungefar 1/3 av burkens volym. Stang locket noggrant. All avforing
behover inte sattas i burken, 6verloppet far stjalpas i WC-stolen.

Var uppmarksam pa att avféring inte lamnar utanpa provroret eller burken.

Mark bade pa provroérets och burkarnas klisterlappar datumet for provtagningen med
permanent tusch.

Satt roret och burkarna i minigrip-pasar, dar ditt namn finns, och frys omedelbart.
Utfor provtagningen i burkarna pa samma satt ocksa pa DAGARNA 2 och 3.

Férvaring av proverna hemma och transport till undersékningsenheten:

o Forvara proverna i frysen i namngivna minigrip-pasar tills dess att du transporterar dem till
Vik.

o For de frysta proverna tillsammans med de frysta kylackumulatorerna i styroxvdskan. Du kan
samtidigt ocksa fora dygnsurinproverna, om du fér proverna samtidigt och de ryms i samma
kylvaska. Vid behov kan avféringsproverna vanta i frysen, men urinproven maste foras till
undersokningsenheten genast efter insamlingens avslutande dag.

= FOrtransporten laggs kylackumulatorerna och proverna som ar i minigrip-pasarnai en
stor plastpase och pasen knyts ihop till ett tatt paket. Pa det har sattet sakerstalls att
proverna inte slipper at att smalta under transporten.

o De frysta proverna kan aterlamnas till undersokningsenheten i Vik

= da du kommer till provtagningen for det fastande blodprovet
= eller ocksa fore provtagningsdagen mellan kl. 8 — 15:30; anmal i sa fall din ankomst i
forvag till telefonnumret 02941 58326 antingen genom att ringa eller som SMS.

o Minimera tiden proverna ar utanfor frysen, avféringsproverna far inte smalta under
transporten!

o Kom ihag att ocksa lamna tillbaka den ifyllda blanketten

Provtagningen och 6verforingen till burk ar lattast att utfora hemma, sa att
kylforvaringen/nedfrysningen lyckas bast. Om avféringsgangerna ar flera under en dag, bér du
forbereda dig pa att ocksa vaga avféringen utanfér hemmet. | sddana fall racker det med att du
har med dig en vag, rondskal och vagningsblanketten. Ha ocksa med dig en skrappase, i vilken du
kan lagga den smutsiga rondskalen i soporna. Tém tarmen pa rondskalen, vag och skriv upp vikten
pa blanketten.

Vid alla fragor rérande provtagningen kan du vara i kontakt med Essi Paivarinta,
(tel. 02941 58326, scenoprot-tutkimus@helsinki.fi).

VI TACKAR DIG FOR DITT DELTAGANDE!

ScenoProt-tutkimusryhma
Helsingin yliopisto, ravitsemustieteen osasto,
Viikin kampus, EE-talo 2. krs
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Undersokningspersonens namn:

AVFORINGSPROV och INFORMATION (slutbeséket)

Skriv upp informationen fran tre dagar och ta proverna enligt de anvisningar som fatts.

DATUM

Klockslag

Avforings-
satsens
mangd (g)

Fran vilken sats
togs provet? (X)

Avforingens typ pa Bristol-skalan
(1-7)

Undersokningsenheten fyller i:

Provernas aterlamnings datum:
Provens mottagare:

Ovriga anmérkningar:

kl:
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Utvardering av avforingens konsistens pa Bristol-skalan

Typ 1: skilda harda klumpar, “kaninkulor”

Typ 2: enhetlig, fast och klart kndlig “bullalangd”

Typ 3: korvaktig, men bristningar i ytan

Typ 4: “banan”, slat och mjuk

Typ 5: mjuka skilda klumpar, i vilka det finns vassa, o G

"klippta” kanter

Typ 6: poros, gotaktig; ojamna kanter

Typ 7: helt flytande, inga fasta bitar; diarré

Kdlla: Heaton m.fl. 1992
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Bilaga 2: Avforingsvikt och korrelation

TABELL. Medelvikten (g) for de tva avforingstillfillena varifran avforingsprover togs foére
interventionsperiodens borjan (vecka 0) och under dess sista vecka (vecka 12). Grupp 1: 70 %
djurproteiner och 30 % plantproteiner, grupp 2: 50 % djurproteiner och 50 % plantproteiner och grupp
3: 30 % djurproteiner och 70 % plantproteiner.

Grupp N Vecka 0 Vecka 12 Grupper P-virde!
Djur 70: plant 30 45 397 £ 186 394 + 143 1 2 0,021
Djur 50: plant 50 44 395+194 502 + 249 1 3 0,077
Djur 30: plant 70 42 402 + 209 481 + 168 2 3 1,000

IKovariansanalys med utgéngslaget som kovariat, signifikant om <0,05.
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600 |

200- J_ 1

Avforingsvikt (g)
|
|

I I I
1) Djur 70 %: 2) Djur 50 %: 3) Djur 30 %
plant 30 % plant 50 % plant 70 %

BILD. Den sammanlagda vikten i gram for de tva avforingstillfallena varifran avféringsprover togs fére
interventionsperiodens borjan. Boxarna innehaller halften av observationerna och tvarstrecket visar
medianens plats. Streckens avslut motsvarar det storsta och minsta observerade vardet; avvikande
varden betecknas med cirklar och stjarnor.
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BILD. Korrelation mellan fiberintaget och avféringsvikten under vecka 12. Grupp 1: 70 % djurproteiner
och 30 % plantproteiner, grupp 2: 50 % djurproteiner och 50 % plantproteiner och grupp 3: 30 %
djurproteiner och 70 % plantproteiner. Pearson korrelation dar gransen for statistisk signifikans ar

<0,05.
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BILD. Korrelation mellan den totala mangden N-nitroso foreningar och avforingsvikten under vecka 12.
Grupp 1: 70 % djurproteiner och 30 % plantproteiner, grupp 2: 50 % djurproteiner och 50 %
plantproteiner och grupp 3: 30 % djurproteiner och 70 % plantproteiner. Pearson korrelation dar

gransen for statistisk signifikans ar <0,05.
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Bilaga 3: Intag av fiber och protein

TABELL. Intaget av protein, fiber, icke-vattenlosliga fiber och vattenlosliga fiber i grupperna under
vecka 0 och vecka 12. Anges som medeltalet for varje grupp i gram/dag. Grupp 1: 70 % djurproteiner
och 30 % plantproteiner, grupp 2: 50 % djurproteiner och 50 % plantproteiner och grupp 3: 30 %
djurproteiner och 70 % plantproteiner.

Komponent Grupp 1 Grupp 2 Grupp 3

Vecka 0 Vecka 12 Vecka 0 Vecka 12 Vecka 0 Vecka 12
Protein 99,3+32,1 97,9 £ 28,9 88,4 +25,9 83,9+ 18,2 91,4+23,4 79,5+15,1
Fiber, totalt 29,9+12,2 28,4 +13,2 28,3+8,7 33,7+10,9 27,5+8,4 36,2+7,1

Ej vattenloslig 18,8 +7,5 19,1+8,7 17,5+5,0 21,4+6,8 17,6 +4,9 23,0149
Vattenl6slig 7,0+£3,1 6,8+3,3 6,9+24 7,2+2,7 6,6+1,6 7,314

TABELL. P-varden for korrelation mellan de olika typerna av féreningar och protein och fiber
under vecka 0 och vecka 12.

Komponent N-nitroso N-hem N-tiol
Vecka 0 Vecka 12 Vecka 0 Vecka 12 Vecka 0 Vecka 12
Protein 0,557* 0,622 0,455 0,837 0,608 0,851
Fiber, totalt 0,045 0,036 0,046 0,025 0,183 0,813
Ej vattenlosliga 0,054 0,067 0,054 0,059 0,203 0,647
Vattenlosliga 0,086 0,282 0,063 0,210 0,112 0,390

! p-varde fér Pearson korrelation, signifikant om <0,05.
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