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SAMMENDRAG

Vurderingen av den genmodifiserte herbicidresistente og insektstolerante maishybriden
59122x1507xNK603 fra Pioneer Hi-Bred/Mycogen Seeds er utfgrt av Faggruppe for
genmodifiserte organismer under Vitenskapskomiteen for mattrygghet. Mattilsynet (MT) ber
Vitenskapskomiteen for mattrygghet om & vurdere den genmodifiserte maishybriden
59122x1507xNK®603 til bruk i ngeringsmidler og forvarer.

Hybriden 59122x1507xNK603 er fremkommet ved konvensjonell kryssing mellom den
genmodifiserte maisen 1507xNK603 og Pioneers genmodifisete mais 59122. Hensikten med
59122x1507xNK603 er motstandsdyktighet mot enkelte insektsarter og toleranse mot
spraytemidler som inneholder virkemidlene glufosinat eller glyfosat.

Vurdering av den genmodifiserte maisen er basert pd den dokumentasjonen som er gjort
tilgjengelig pa EFSAs nettside GMO EFSAnet. Maisen 59122x1507xNK603 er vurdert i
henhold til tiltenkt bruk og de prinsipper som er lagt til grunn i EFSAs retningslinjer for
risikovurdering av genmodifiserte planter (EFSA 99, 2004) og Organisation for Economic
Co-operation and Development (OECD) konsensusdokument for mais (OECD 2002). Den
vitenskapelige vurderingen omfatter transformeringsprosessen, bruk av vektor og det
transgene konstruktet, komparativ analyse av ernaringsmessig kvalitet, mineraler, kritiske
toksiner, antineringsstoffer, allergener og nye proteiner.

Analysene av erngringsmessige viktige komponenter ble vurdert. Det ble bemerket at noen av
de komponenter som OECDs konsensusdokument (OECD 2002) anbefaler analysert for mais,
ikke er utfert. Det er funnet statistiske forskjeller for enkelte komponenter. De statistiske
forskjellene for disse komponentene er ikke konsistente da forskjellene som er pavist i enkelte
forsgksfelt, ikke er pavist i de andre forsgksfeltene. Faggruppen anser analysene for a vere
tilstrekkelige for en vurdering av linje 59122x1507xNK603 til bruk som mat og for.

Maishybriden inneholder ikke antibiotikaresistensgener.

Informasjon vedrgrende allergenisitet viser at for de parametre som er malt, har ikke de
uttrykte proteinene likheter med kjente allergener eller egenskaper som tilsier at de er
allergener. Det er imidlertid ikke vurdert om det uttrykte toksinene CrylF, Cry34Abl og
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Cry35ADb1 kan ha adjuvanseffekter, det vil si gke utviklingen av allergisk respons mot andre
proteiner.

Faggruppen finner det vanskelig & vurdere om naringsmidler og forvarer fra maisen
59122x1507xNK603 er mer allergifremkallende enn neringsmidler og forvarer fra
umodifisert maiskorn. Pa bakgrunn av foreliggende eksperimentelle studier i mus, finner
Faggruppen imidlertid at muligheten for gkt allergifremkallende aktivitet hos naeringsmidler
og forvarer fra 59122x1507xNK603 i forhold til umodifisert mais med den informasjon vi har
tilgang til, ikke med rimelig sikkerhet kan utelukkes. Faggruppen mener at siden
adjuvanseffekt av Cry34Abl, Cry35Abl og CrylF ikke med rimelig sikkerhet kan utelukkes
ma det kreves av Pioneer Hi-Bred & kommentere forsgkene som viser adjuvanseffekt av
CrylAc i forhold til muligheten for adjuvanseffekt av Cry34Ab1, Cry35Abl og CrylF.”

N@KKELORD

Genmodifisert mais, 59122x1507xNK603, EFSA/GMO/UK/2005/21, insektsresistens,
herbicidtoleranse, PAT, CP4 EPSPS, Cry34Abl, Cry35ADbl1, CrylF, glufosinat, glyfosat,
helsemessig trygghet, helse.
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BAKGRUNN

Faggruppe for genmodifiserte organismer under Vitenskapskomiteen for mattrygghet er blitt
bedt av Mattilsynet om en vitenskapelig risikovurdering av genmodifisert maishybrid
59122x1507xNK603 (EFSA/GMO/UK/2005/21) til bruk i nearingsmidler og forvarer.
Vurdering av den genmodifiserte maisen er basert pad den dokumentasjonen som er gjort
tilgjengelig pa EFSAs nettside GMO EFSAnet. Mais 59122x1507xNK603 er vurdert i
henhold til tiltenkt bruk og de prinsipper som er lagt til grunn i EFSAs dokument ”Guidance
document of the scientific panel of genetically modified organisms for the risk assessment of
genetically modified plants and derived food and feed” (EFSA 99, 2006). Ved vurdering av
vesentlig likhet har Faggruppen lagt vekt pa OECDs konsensusdokument for mais (OECD
2002) og dens anbefaling av hvilke parametre som bgr undersgkes.

I henhold til Vitenskapskomiteen for mattrygghets uttalelse pa metet 23. april 2004 har
Faggruppe for genmodifiserte organismer vedtatt at i de sakene hvor EFSA har kommet med
sine uttalelser far Faggruppe for genmodifiserte organismer far sakene til behandling, skal
sgknadene behandles pa samme mate som i EU-landene. Det vil imidlertid bli tatt hensyn til
seernorske forhold der slike kan pavises.

Det er kun medlemmene i Faggruppen som har vurdert den genmodifiserte maisen.

OPPDRAG FRA MATTILSYNET

| sitt brev ber Mattilsynet Vitenskapskomiteen for mattrygghet om & wvurdere den
genmodifiserte maisen. Bruksomradet som sgknaden gjelder for er import, prosessering,
neaeringsmidler og forvarer i henhold til EUs Forordning (EC) nr. 1829/2003, artiklene 3(1)(c),
15(1)(c) og direktiv 2001/18/E@F. Sgknaden gjelder ikke for kultivering, og krever derfor
ikke vurdering for miljerisiko i henhold til Direktiv 2001/18/E@F. Mattilsynet ber VKM om
vurdering av helseaspekter ved disse produktene, og legge risikovurderingen inn pa EFSAnet,
og sende kopi av vurderingen til Mattilsynet.

Produktet som gnskes vurdert er:

Genmodifisert mais, EFSA/GMO/UK/2005/21 (59122x1507xNK603). Unik kode er DAS-
59122-7xDAS-@15@7-1x MON-@@63-6.

Status i EU: Sgknad under 1829/2003/EF. EFSAs frist for innspill er 22.09.07.
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RISIKOVURDERING

Innledning

Den genmodifiserte maishybriden 59122x1507xNK603 ble vurdert ut fra Mattilsynets
oppdrag. | henhold til Pioneer Hi-Bred er sgknaden kun for import og bruk som
neringsmidler, forvarer og industrielle produkter, ikke for utsetting. Primerbruken av
maiskorn i Norge i dag er til dyrefor, men mais brukes ogsa til industriell produksjon av
etanol, maismel, popkorn, raffinert stivelse og sgtningsprodukter.

Faggruppe for genmodifiserte organismer har pa faggruppemgtet 02.02.05 vedtatt & bruke
EFSAs retningslinjer som gruppens retningslinjer for vurdering av genmodifiserte planter.
Prinsippene som er lagt til grunn for vurderingen, er derfor hentet fra EFSAs dokument
“Guidance document of the scientific panel on genetically modified organisms for the risk
assessment of genetically modified plants and derived food and feed” (EFSA 99, 2006).

Faggruppe for genmodifiserte organismer vurderer sgknaden om markedsfaring av
genmodifisert mais (EFSA/GMO/UK/2005/21) til bruk i naringsmidler og forvarer under
forordning 1829/2003.

Bakgrunnsinformasjon

Foreldrelinje 59122:

Den genmodifiserte maislinjen 59122 uttrykker glufosinat- og insektstoleranse ved at et
linezert DNA fragment pa 7390 basepar fra den binere vektoren PHP17662, ble overfart til
embryomaisceller med Agrobacterium-mediert transformasjon. DNA-fragmentet inneholder
ikke antibiotikaresistensgen. Dette DNA fragmentet inneholder fglgende gener og DNA
elementer (se figur):

a) ubilzM promoter fra mais, omfatter 5’UTR og intron
b) cry34Abl gen fra Bacillus thuringiensis strain PS149B1. Genet er optimalisert for uttrykk

I mais.

c) pinll terminator, kommer fra potet proteinase inhibitor Il genet.

d) ta promoter fra hvete peroksidasegenet.

e) cry35Abl gen fra Bacillus thuringiensis strain PS149B1. Genet er optimalisert for uttrykk
i mais.

f) pinll terminator, kommer fra potet proteinase inhibitot 11 genet.

g) Pat genet fra jordbakterien Streptomyces viridochromogenes. pat genet uttrykker

enzymet fosfinotricin acetyltransferase (PAT, phosphinothricin acetyl transferase) som
har hgy spesifisitet overfor fosfinotricin, som er den aktive komponenten i herbicider av
glufosinat-typen. PAT inaktiverer fosfinotricin ved N-acetylering og beskytter derved
planten i et fosfinotricinmiljg. Basesekvensene i genet er endret slik at genet kan uttrykkes
I planter. PAT proteinets aminsyre-sekvens i planten er lik bakterieproteinets
aminosyresekvens.

h) CaMV 35S: Promoteren CaMV 35S og terminatoren CaMV 35S kommer fra
blomkal mosaikkvirus. Promoteren styrer uttrykket av pat. Termineringen av uttrykket
styres av 35S Term.
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Figur: T-DNA rekombinant fragmentet fra det binere PHP17662 plasmidet med genomiske
flankesekvenser.
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Figur 1: Figuren viser et genomisk DNA fragment pa 11922 bp hvor T-DNA rekombinat
fragment sitter.

PCR-fragmentene 221-1, 22I1-2 og 221-3 er T-DNA-fragmenter som er sekvensert. 5’Walk og
3’walk er sekvenserte genomiske omrader pa henholdsvis 2593 bp og 1986 bp.

Karakterisering av geninnsettingen

Southern blot- og sekvensanalyse viser at et nesten fullengde kopi av PHP17662
rekombinante DNA-fragment (7343 bp fra 7390 bp fragmentet) er satt inn i maisens genom.
Det er kuttet bort 22 bp fra 5’- og 25 bp fra 3’-delen av DNA fragmentet. Et 11922 bp
genomisk DNA-fragment fra mais DAS-59122-7 hvor det rekombinante DNA fragmentet
ligger pa, er sekvensert. Dette DNA-fragmentet inneholder alle genene (pat, cry34Abl og
cry35Ab1) og de respektive regulatoriske sekvensene. Det er ogsa funnet to base-endringer i
fragmentets ikke-kodende omrade. Ingen av disse endringene pavirker fragmentets apne
leseramme. Det er sekvensert 2593 bp og 1986 bp henholdsvis fra 5°- og 3’-flankesekvenser.
Det er funnet sma omrader med sekvenslikheter med f.eks. kromosomale sekvenser og
forskjellige ESTer. Det starste omradet er pa 179 bp. Ingen av flankeomradene har likheter
med kodende sekvenser for kjente proteiner.

Western blot og pavisning med polyklonale antistoffer viser at bade Cry34Ab1, Cry35Ab1 og
PAT proteinene har de forventede molekylvektene. Cry35Ab1 foreld som dublett i Western-
blott, starrelse 44 kD og 40kD. Tilsvarende band ble pavist med bakterie-Cry35Ab1 protein.
Arsaken oppgis & veere at planteproteaser spalter av et C-terminalt fragment. Det er ingen
indikasjoner pa fusjonsproteiner. Cry34Ab1 og Cry35Ab1 ble pavist i blad, pollen, korn, stilk
og hel plante. PAT ble pavist i blad, rot og stilk.
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Pavisning av apne leserammer (ORF)

Det er gjort studier for & pavise kodende sekvenser. Det er ikke pavist dpne leserammer som
farer til uttrykk av peptider som er stgrre enn 100 aminosyrer.

Den genmodifiserte maisen ble krysset med den innavlede linjen PH098B for & danne F1
generasjonen. F1 er selvpollinert 2 ganger, T1S1 og T1S2 generasjon. F1 ble krysset med og
tilbakekrysset for & danne BC1 generasjon. Flere forskjellige krysninger har dannet fire
forskjellige 59122 generasjonene T1S1, T1S2, BC1 og BC2S1. Disse fire generasjonene ble
undersgkt med Southern blot analyse. Analysene viser at det rekombinante DNA fragmentet
er stabilt over fire generasjoner.

Det er ogsa vist at de innsatte genene er stabilt inkorporert i maisgenomet ved dyrking i
forskjellige lokaliteter over to ar. Feltforsgkene er fra 3 forskjellige land, og over minst 2 ar.

Delkonklusjon

Faggruppen har tidligere vurdert karakteriseringen av det rekombinante innskuddet, samt de
fysiske, kjemiske og funksjonelle karakteriseringene av 59122 til & veere tilstrekkelige.

Foreldrelinje NK 603:

Den genmodifiserte maislinjen NK603 uttrykker glyfosattoleranse pga. bakterieenzymet 5-
enolpyruvylsikimat-3-fosfatsyntetase, som uttrykkes av cp4-epsps-genet. cp4-epsps-genet
stammer fra jordbakterien Agrobacterium tumefaciens. Enzymet omdanner fosfoenolpyruvat
og sikimat-3-fosfat til 5-enolpyruvylsikimat-3-fosfat, som er en viktig metabolitt i syntesen av
aromatiske aminosyrer. Alle planter og mikroorganismer inneholder dette enzymet, noe som
dyr ikke gjer. De ma dermed fa aromatiske aminosyrer fra feden. Cp4-epsps-genet fra
bakterien Agrobacterium stamme CP4 ble klonet inn i plasmidet PV-ZMGT32. Det
rekombinante DNA-fragmentet som ble satt inn i maisgenomet er pa 6706 basepar. DNA-
fragmentet inneholder to ekspresjonskassetter med et enkelt cp4-epsps-gen i hver kassett. Den
farste kassetten inneholder en aktinpromoter (P-ractl) og et intron (ractl) fra ris, et
optimalisert  kloroplast overfagringspeptid (ctp2), og en nopalinsyntase 3'-ende
terminatorsekvens (NOS3'). Den andre ekspresjonskassetten inneholder en e35s-promoter, et
ZmHSP70-intron fra mais, cp4-epsps-genet og en nopalinsyntase 3'-ende terminatorsekvens
(NOS3') (figur 1). DNA-fragmentet ble overfart til embryomaisceller med partikkelaksellera-
sjonsmetoden. DNA-fragmentet inneholder ikke antibiotika-resistensgen. Transformanter ble
selektert ved at de overlevde og vokste i nervaer av glyfosat. Southern blot og PCR har blitt
brukt for & karakterisere det rekombinante DNA-fragmentet i planten. Den
molekylerbiologiske karakteriseringen viser at det er satt inn ett rekombinant DNA-fragment
i NK603 akermais. Ved innsetting i maisgenomet er DNA-fragmentet blitt endret og det
inneholder (figur 2):

a) en fullstendig cp4-epsps-kassett som bestar av fullengde P-ractl/ractl intron, ctp2, cp4-
epsps og NOS3' kassett

b) en forkortet cp4-epsps-kassett som bestar av fullengde e35s, ZmHSP70, ctp2, og 2 bp-
avkortet cp4-epsps-gen, der en av nukleotidendringene er en stille mutasjon, og den andre
farer til en aminosyreendring i posisjon 214, fra leucin til prolin. Proteinet som dannes

6
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kalles CP4 EPSPS L214P

c) et invertert fragment (P-ract) pa 217 baser fra promoter omradet til P-ractl er satt inn
etter NOS 3’ terminatoren i 3’-enden av fragmentet. De ekstra basene omfatter en
polylinkersekvens, og de farste 167 bp av risaktinpromoteren (se figur 2). Dette
innskuddet har ingen promoteraktivitet.
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Figur 2: Rekombinant DNA-fragment fra plasmidet PV-ZMGT32.
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Figur 3: Gensekvenser i rekombinante DNA fragmentet etter innsetting i maisgenomet.

Molekylerbiologiske analyser

Molekylerbiologiske analyser viser at det rekombinante fragmentet i planten inneholder de
samme gener og genelementer som er pa det tilsvarende fragmentet i bakterien. Genene pa det
rekombinante DNA-fragmentet i NK603 akermais uttrykker EPSPS-protein som er identisk
(med unntak av én aminosyre) med proteinet som uttrykkes i bakterien. Flankerende
sekvenser (se figur 2) til det rekombinante DNA-fragmentet i NK603-planten er sekvensert, et
500 bp PCR-fragment fra 5 flankerende sekvens og et 1183 bp PCR-fragment fra 3’
flankerende sekvens. 3’-primeren til 500 bp PCR-fragmentet og 5’-primeren til 1183 bp PCR-
fragmentet er lokalisert henholdsvis i P-ractl-sekvensen og 3’-ende NOS3’-sekvens.
Sammenlignende sekvensanalyser med foreldrelinjen LH82xB73 viser at 305 bp av
fragmentet fra 3’-enden og 802 bp av fragmentet fra 5’-enden er lik sekvensene til
foreldrelinjen.

Ved revers transkriptase-PCR (RT-PCR) ble det paviste et transkripsjonsprodukt som startet
inne i det rekombinantet fragmentet. Transkripsjonen gikk gjennom NOS-terminatoren og inn
i maisgenomets flankerende 3'-omrade. To eller flere MRNA-molekyler ble dannet, ett pa 1,4
kb (antatt & veere cp4-epsps L214P-transkriptet) og et starre som er starre enn 1,4 kb (antatt
gjennomlesning av NOS). RT-PCR viste at kun en sveert liten del av det store fragmentet
inneholdt cp4-epsps-sekvens. Dette transkriptet kunne ikke pavises med Northern blot.
Transkriptet pa 1,4 kb ble pavist med Northern blot.

Strukturell og funksjonell likhet mellom CP4 EPSPS og CP4 EPSPS L214P er undersgkt med
rantgenkrystallanalyse, variabel lgkkestruktur i proteinet som inneholder det nye prolinet, og
domenet som inneholder det nye prolinet. Disse analysene viser at CP4 EPSPS L214P-
proteinet er strukturelt lik CP4 EPSPS proteinet. Analyse av enzymatisk aktivitet viser ingen
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forskjell mellom de to proteinene. Fordgyelighetstest viste ogsa at begge proteinene fordayes
like raskt i simulert mage- og tarmsaft.

Delkonklusjon:

Faggruppen har tidligere vurdert karakteriseringen av det rekombinante innskuddet, samt de
fysiske, kjemiske og funksjonelle karakteriseringene av NK603 til a vaere tilstrekkelige.

Foreldrelinje 1507:

Den genmodifiserte maislinjen 1507 uttrykker glufosinat- og insektstoleranse ved at et lineaert
DNA fragment pa 6235 basepar (1507 transkript) ved hjelp av partikkel akselerasjonsmetoden
er fart inn i maisceller. Dette DNA fragmentet inneholder faglgende gener og DNA elementer:

a) pat genet fra jordbakterien Streptomyces viridochromogenes. Pat genet uttrykker enzymet
fosfinotricin acetyltransferase (PAT, phosphinothricin acetyl transferase) som har hgy
spesifisitet overfor fosfinotricin, som er den aktive komponenten i herbicider av
glufosinat-typen. PAT inaktiverer fosfinotricin ved N-acetylering og beskytter derved
planten i et fosfinotricinmiljg. Basesekvensene i genet er endret slik at genet kan uttrykkes
i planter. PAT proteinets aminosyre-sekvens i planten er lik bakterieproteinets
aminosyresekvens.

b) Promoteren CaMV 35S og terminatoren CaMV 35S kommer fra agurk mosaikkvirus.
Promoteren styrer uttrykket av pat. Termineringen av uttrykket styres av terminatoren
CaMV 35S.

c) CrylF genet kommer fra Bacillus thuringiensis (B.t.) sbsp. aizawai, som er en vanlig
jordbakterie. Bakterien danner det intracelluleere proteinkrystallet CRYIF som har
entomopatogen effekt. Basesekvensene i genet er endret slik at genet kan uttrykkes i
planter. CRY1F proteinets aminosyresekvens i planten er lik bakterieproteinets
aminosyresekvens.

d) Ekspressjonen av CrylF reguleres av promoteren ubiZM1(2) som kommer fra mais.
Termineringen av ekspressjonen styres av terminatoren masl fra Agrobacterium
tumefaciens.
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Figur 4: Restriksjonskart og beskrivelse av de forskjellige genelementene i mais 1507.
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Karakterisering av geninnsettingen

Southern blot - og sekvensanalyse viser at et nesten fullengde kopi av 1507 DNA fragmentet
(6186 bp fra 6235 bp fragmentet) er satt inn i maisens genom. Et ca. 11 kbp genomisk DNA
fragment fra mais hvor 1507 fragmentet ligger pa, er sekvensert. Dette DNA fragmentet
inneholder begge genene og de respektive regulatoriske sekvensene til 1507 fragmentet. |
tillegg inneholder dette fragmentet 6 ikke-funksjonelle DNA-fragmenter som stammer fra
6235 bp 1507 fragmentet. Disse 6 DNA fragmentene befinner seg enten ved 5’ eller 3’ endene
til 6186 bp fragmentet.

Western blot og pavisning med polyklonale antistoffer viser at bade CrylF og PAT
proteinene har den forventede molekylvekt. Cry1F foreld som dublett, henholdsvis med 65 og
68 kD. Arsaken oppgis & vaere at planteproteaser spalter av et N-terminalt fragment, siden
trypsinbehandling av CRY 1F proteinet gir et protein pa 65 kD. Det er ingen indikasjoner pa
fusjonsproteiner. CrylF ble pavist i blad, pollen, korn og hel plante. PAT ble kun pavist i
blad.

Pavisning av apne leserammer (ORF)

Det gjort en detaljert studie for & pavise apne leserammer. Det er pavist 5 apne leserammer,
ORF1, ORF2, ORF3, ORF4 og ORF25PolyA. ORF25PolyA er deler av CaMV 35S promoter
og terminator. ORF4 ligger inne i ORF25PolyA. ORF1 og 2 er deler av 1507 transkriptet, og
de kommer fra maisgenomet. Disse to ORFene ble ogsa pavist i umodifisert mais, men har
ikke noen homologi til beskrevne sekvenser i maisgenomet. De har ikke regulatoriske
elementer som kan fare til transkripsjon. ORF3 og ORF4 ligger henholdsvis pa grensen av og
inne i 1507 fragmentet. Det er ikke pavist ORF3 transkript ved Northern eller RT-PCR.
Northern og RT-PCR analyser for pavisning av ORF4 transkript indikerer at heller ikke denne
apne leserammen er i stand til & fare til transkripsjon selv om den ligger inne i ORF25PolyA.

Den genmodifiserte maisen er selvpollinert 2 ganger og tilbakekrysset fire ganger med den
opprinnelige maisplanten, slik at GM-maisen er tilnermet 100 % lik den opprinnelige
maisplanten. Analyser viser at 1507 DNA fragmentet er stabilt inkorporert i maisgenomet i
minst 6 generasjoner.

Det er vist at de innsatte genene er stabilt inkorporert i maisgenomet ved dyrking i forskjellige
lokaliteter over to ar. Feltforsgkene er fra 4 forskjellige land, og over minst 2 ar.

Delkonklusjon:

Faggruppen har tidligere vurdert karakteriseringen av det rekombinante innskuddet, samt de
fysiske, kjemiske og funksjonelle karakteriseringene av 1507 til & veere tilstrekkelige.
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Maishybrid 59122x1507xNK603

Maishybriden 59122x1507xNK603 er dannet ved konvensjonell kryssing mellom maisene
59122 og 1507xNK603.
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Figure 4 Owutline of the process of rearing the stack line 390122 = 1507 = INKG603
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23 BCmSm, provided fom Monsante Company (USA) to Pioneer Hi-Bred Internstionsl, Inc (USA), is a wariety

crossed based oxn the breeding program of Monsanto Company (UFSA). The suffix "m" in BCmF] and BCmSm refers
t0 the number of times of backcrossing or self-pollination.

Figur 5: Figuren viser hvilke krysninger som er gjort frem til dannelsen av hybriden
59122x1507xNK603.

I henhold til Pioneer er den umodifiserte maisen som den genmodifiserte hybriden blir
sammenlignet med, en hybrid som er utviklet pA sammen mate som den genmodifiserte
maisen. Med unntak av de innsatte genene har den umodifiserte maisen den samme genetisk
bakgrunn som den genmodifiserte maisen.

Molekylaer karakterisering:

Det er foretatt Southern blot-analyse for & undersgke tilstedeveerelsen og antall kopier av
59122-, 1507- og NK603-ekspresjonskassettene i 59122x1507xNK603. DNA som ble brukt
til analysene er ekstrahert fra blad. Det er benyttet genprober som er spesifikke for de enkelte
genelementene pa de respektive rekombinante DNA innskuddene. Det er pavist én enkel kopi
av henholdsvis 59122-, 1507- og NK603-ekspresjonskassettene.
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Pioneer hevder at analyser med Southern blot av de rekombinante DNA innskuddene i
59122x1507xNK603 genomet viser at det er molekylaer ekvivalens og identisk kopiantall med
de rekombinante DNA innskuddene i henholdsvis 59122, 1507 og NK603. Sekvensering av
DNA oppstrems og nedstrems for innsettingsstedet i 59122x1507xNK603 er ikke utfgrt fordi
dette er utfert i 59122, 1507 og NKG603. Pioneer hevder ogsa at det ikke er pavist
fusjonsproteiner i 59122x1507xNK603 med Southern blot.

Pioneer hevder at sammenlignende Southern blot-analyser mellom hybriden
59122x1507xNK603 og de tre foreldrelinjene viser at bruttostgrrelsen pa de innsatte DNA-
fragmentene er intakte. Det kan derfor ikke forventes endringer i ekspresjonen fra disse
elementene.

Analyser av mengde PAT-, CP4 EPSPS, CrylF-, Cry34Abl- og Cry35Abl-proteiner:

Det fortatt analyser av mengde PAT, CP4 EPSPS, CrylF, Cry34Abl og Cry35ADbl i
maiskorn, blad, rot, hel plante, pollen, stilk og furasje. Analysene er foretatt pa planter som
har vert sprgytet med glufosinat, glyfosat og glufosinat + glyfosat, men ikke pa usproytet
planter. For analyser av viktige naringsstoffer er det benyttet maiskorn.

Delkonklusjon

Faggruppen har vurdert de fysiske, kjemiske og funksjonelle karakteriseringene av proteinene
og finner at informasjonen er tilstrekkelig. Faggruppen konkluderer at karakteriseringen av de
rekombinante innskuddene i1 59122x1507xNK603 er tilfredsstillende.

Dokumentasjon av ’vesentlig likhet”

Analyse av erngringsmessige viktige komponenter ble foretatt av 59122x1507xNK603 og
kontrollhybrid fra fem forskjellige forsgksfelt i USA og ett i Canada for 2003. Hvert
forsgksfelt bestod av en fullstendig randomisert blokkdesign som inneholder fire blokker.
Hver blokk inneholdt testhybriden 59122x1507xNK603 og kontroll. | blokkene i
forsgksfeltene i USA og Canada ble testhybriden spraytet 2 ganger med enten glufosinat, eller
glyfosat eller en gang med glyfosat etterfulgt av en sprayting med glufosinat. Som kontroll er
det benyttet en umodifisert kontrollhybrid som hevdes & ha samme genetisk bakgrunn som de
genmodifiserte plantene.

Hovedkomponenter i maiskorn og andre plantedeler:

Valget av analyseparametre er gjort i henhold til OECDs konsensusdokument for mais, men
det er ikke analysert for alle parametrene som er anbefalt i OECD dokumentet (OECD 2002).
Det ble analysert for protein, fett, aske, karbohydrater, ADF (acid detergent fibre), NDF
(neutral detergent fibre), total fiber, kalorier, aminosyrer, fettsyrer, fosfor, jern, kalium,
kalsium, kobber, magnesium, mangan, natrium, sink, vitaminene beta-karoten, B1, B2, E,
folinsyre, de sekundare metabolittene furfural, ferulsyre, inositol, raffinose og p-cumarinsyre,
og anti-naringsstoffene fytinsyre og trypsinhemmer. Det er ikke analysert for vann, selen,
niacin og vitamin B6. Analysene ble utfgrt under god laboratoriepraksis (GLP). Det er foretatt
analyser av planter som er behandlet enten med glyfosat, glufosinat og glyfosat/glufosinat.
Det er tatt ut tre prgver fra hver lokalitet.
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For hovedkomponentene er det funnet statistiske forskjeller for protein, ask og karbohydrater,
men signifikante forskjeller ble funnet i et eller flere av de seks forsgksfelt. Innenfor
forsgksfeltene var tilsvarende forskjeller ikke konsekvente. Analyser over hovedkomponenter
I maisplanten viser at verdier for alle disse hovedkomponentene ligger innenfor typiske
verdiomrader for andre maissorter som er publisert.

Fettsyresammensetning i maiskorn:

Fettsyresammensetningen for 59122x1507xNK603 er malt i henhold til OECDs
konsensusdokument for mais. Det ble analysert for 5 fettsyrer, dvs. palmitin, stearin, olje,
linol og linolen. Malingene utfart pa 59122x1507xNK603 viser statistiske forskjeller pa tvers
av forsgksfeltene for palmitin, stearin, linol og oljesyre, men ogsa innenfor flere forsgksfelt.
Verdiene er ikke konsistente for alle forsgksfeltene. Forskjellene er mindre enn 10 %, og
verdiene ligger innenfor typiske verdier for andre maissorter som er rapportert i litteraturen.

Aminosyrer i maiskorn:

Analyser av aminosyrer er gjort i henhold til OECDs konsensusdokument. Det er funnet
statistiske forskjeller i middelverdi for aminosyrerene mellom 59122xNK603 og kontroll for
metionin, cystin, lysin, tryptofan, treonin, isoleucin, histidin, wvalin, leucin, arginin,
fenylalanin, glysin, alanin, asparginsyre, glutaminsyre, prolin, serin og tyrosin pa tvers av
forsgksfeltene. For metionin og cystin ble det ikke pavist noen statistiske forskjeller innenfor
noe av forsgksfeltene. For lysin, glysin og tyrosin ble det ikke pavist statistiske forskijeller
innenfor fem av de seks forsgksfeltene. For isoleucin, histidin, valin, leucin, arginin,
fenylalanin, glutaminsyre og prolin ble det ikke pavist statistiske forskjeller innenfor tre av de
seks forsgksfeltene. For lysin, glysin og tyrosin ble det ikke pavist statistiske forskjeller
innenfor fem av de seks forsgksfeltene. For alanin ble det ikke pavist statistiske forskjeller
innenfor to av de seks forsgksfeltene. VVerdiene for alle aminosyrene ligger verdiene innenfor
de typiske verdiene som er rapportert i litteraturen.

Vitaminer:

Vitaminer som i henhold til OECDs konsensusdokument for mais ber undersgkes for er beta-
karoten, B1, B2, B6, E, folat og niacin. Fglgende vitaminer er ikke malt vit. B6 og niacin.
Mengde av vit. B2 er lavere enn pavisningsgrensen for alle forsgksfeltene. For vit. E er det
pavist statistiske forskjeller i middelverdi pa tvers av forsgksfeltene, men det er ikke pavist
statistiske forskjeller innenfor enkelte forsgksfelter. Verdiene ligger innenfor 10 %, og for
beta-karoten, vit. B2, folat og vit. E ligger verdiene innenfor de typiske verdiene som er
rapportert i litteraturen.

Mineraler:

Med unntak for selen er mineralene som er malt i henhold til OECDs konsensusdokument for
mais. Mais er en viktig selenkilde i dyrefor (Watson 1987). For fosfor og kalium er det pavist
statistiske forskjeller i middelverdi pa tvers av forsgksfeltene, men det er ikke pavist
statistiske forskjeller for fosfor innenfor enkelte forsgksfelter. For kalium er det pavist
statistiske forskjeller innen for to av de seks forsgksfeltene. Forskjellen er imidlertid sma og
ligger innenfor 20 %, og ligger ogsa innenfor for typiske verdier for andre maissorter som er
rapportert i litteraturen.
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Sekundare metabolitter og antiernaeringskomponenter:

De sekundzare metabolitter og antiernaringskomponenter som er malt er i henhold til OECDs
konsensusdokument for mais. Det er funnet statistiske forskjeller i gjennomsnittlig
middelverdi for trypsinhemmer pa tvers av forsgksfeltene. De er pavist statistiske forskijeller
innenfor to av de seks forsgksfeltene. Forskjellen som er funnet, med unntak for furfural,
ligger ogsa innenfor for typiske verdier for andre maissorter som er rapportert i litteraturen.

Delkonklusjon:

Det er funnet statistiske forskjeller i enkeltparametre. Verdiene for de enkelte analyserte
komponentene ligger innenfor typiske verdier for andre maissorter som er rapportert i
litteraturen.

Faggruppen anser at de forskjellene som er pavist, ikke har noen helsemessig betydning.

Dokumentasjon av toksisitet og allergenisitet

Toksisitet:

Spknaden inneholder dokumentasjon pa foringsforsgk med renfremstilt CP4 EPSPS, PAT,
Cry34Ab1, Cry35Abl og CrylF.

Akutt oral foringsstudie pd mus:

Pioneer henviser til akuttstudie pa mus med CP4 EPSPS, PAT, Cry34Abl, Cry35Abl og
CrylF protein. Studiene er utfgrt i henhold til EUs (EEC 1992), EPAs (EPA 1998a) og
OECDs (OECD 1987) retningslinjer for oral akuttoksisitetsstudier. De fem proteinene er
fremstilt fra bakterier. Proteinene Cry34Abl (dose = 2700 mg/kg kroppsvekt) og Cry35Abl
(dose = 1850 mg/kg kroppsvekt) er foret enten hver for seg eller i blanding. I blanding er
mengde Cry34Abl 482 mg/kg kroppsvekt og Cry35Ab1 1520 mg/kg kroppsvekt. PAT dosen
i forsgket er 5000 mg/kg kroppsvekt, CrylF-dosen er 5050 mg/kg og CP4 EPSPS-dosen er
400 mg/kg. Det er benyttet 5 mus i hver av studiene med Cry-proteinene, mens med Cry-
proteinene i blanding er det benyttet 5 hann- og 5 hunnmus. For de andre proteinene er det
henvist til studier som er dokumentert i andre EFSA sgknader. Etter 14 dager er det ikke vist
tegn pa toksisk pavirkning i noen av forsgkene for alle proteinene. Dyrene ble avlivet og det
er ikke pavist organskader ved grov patologisk undersgkelse.

Foringsforsgk pa rotter:

Det er ikke utfert et 13 ukers foringsforsgk pa rotter med 59122x1507xNK603. Pioneer
henviser til foringsforsgk pa rotter utfart med for fra de enkelte maislinjene.
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Foringsforsgk pa broiler:

Seknaden inneholder dokumentasjon fra 42-dagers foringsforsgk pa broilere, 840 dyr, fordelt
i syv grupper a 120 dyr, 12 bur a 5 hunn + 5 hann, som ble féret med henholdsvis mais fra
59122x1507xNK603GIu/Glu, 59122x1507xNK603Gly/Gly, 59122x1507xNK603Gly/Glu,
foreldrelinje  (linje 091) og tre kommersielle maissorter (33P66, 33J56, 33R77).
Gjennomsnittlig inntak av Cry34Ab1l, Cry35Ab1, CrylF, PAT og CP4 EPSPS-protein er per
dag henholdsvis 15,6; 0,8; 1,4; 0,05 og 0,6 pg/g for. Gjennomsnittlig inntak av fér per dag er
82 g. | henhold til sgker er det ikke pavist testrelaterte statistiske endringer i de parametrene
som ble malt (se Annex 12).

Delkonklusjon

Faggruppen konkluderer med at det pa bakgrunn av disse forsgkene er ingen grunn til 3 anta
at den ernzringsmessige kvaliteten til den genmodifiserte maishybriden er forskjellig fra
umodifisert mais.

Allergenisitet:

Bt-proteiner

Til tross for vel 50 ars bruk av B.t.k. som sprgytemiddel er det ingen bekreftede rapporter
over gyeblikkelige eller forsinkede allergiske reaksjoner til tross for betydelig human
eksponering via munn, hud og luftveier. Laboratoriestudier med pattedyr indikerer heller
ingen potensielle allergiske reaksjoner mot Bacillus thuringiensis eller dens komponenter
innbefattet delta-endotoksinet i krystallproteinet. Allergiske reaksjoner mot Bacillus
thuringiensis har veert rapportert, men disse har ikke veert tilskrevet krystallproteinet.

Det har ikke veert utfart immunologiske studier med de transgene produktene. Det er vist at
CrylAc-proteinet binder seg til musetarmoverflaten og induserer immunologiske reaksjoner
mot seg selv og mot proteiner gitt samtidig (Vazquez-Padron et al. 2000a, Vazquez et al.
1999, Moreno-Fierros et al. 2003, Rojas-Hern&ndez et al. 2004). Immunologisk kartlegging
av systemisk og mucosal immunreaksjon pa CrylAc har videre pdvist at mus lager bade
systemisk IgM, 1gG og sekretorisk IgA etter intraperitonal og intragastrisk immunisering
(Vazques-Padron et al. 2000b). Det er ukjent om CrylAc-proteinet som er benyttet i disse
studiene, tilsvarer Cryl1F-toksinet som den transgene maislinjen lager. Det er vist at domene |1
fra CrylAb og CrylAc genererer ulik immunologisk respons i kanin (Vazquez-Padron et al.
1998). I en annen studie er det vist at CrylAc hadde utpreget mucosal adjuvanseffekt ved a
potensere IgM-, 1gG- og IgA-responsen mot hepatittvirusantigen og bovint serumalbumin
som ble gitt med sondeforing samtidig med CrylAc (Vazquez et al. 1999). Produksjonen av
IgE-antistoff, som er knyttet til allergisk reaksjon, ble ikke malt. Ogsa i tidligere studier
(Prasad & Shetna 1975) er det pavist adjuvanseffekt av krystallprotein fra Bacillus
thuringiensis. Adjuvanseffekten av CrylAc er bekreftet i to senere publikasjoner med
henholdsvis pneumokokk-antigen (Moreno-Fierros et al. 2003) og amgbe-lysat (Rojas-
Hernandez et al. 2004). Adjuvanseffekten av CrylAc ble funnet & veere like sterk som
adjuvanseffekten av koleratoksin (Vazques-Padron et al. 1999), som er et mye brukt
slimhinneadjuvans i eksperimentelle studier av vaksinasjon og av allergi, og som regnes for &
veere det sterkeste slimhinneadjuvans vi kjenner.

Det gjennomsnittlige forbruket av mais i Europa i falge seker er 8,8 g/person/dag, mens for
eksempel i Afrika er forbruket 106,2 g/person/dag (GEMS/FOOD 2003). Spesielle
malgrupper, som barn, kan ha et langt sterre inntak av mais enn det beregnede
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gjennomsnittlige inntaket i Europa. | Frankrike er det rapporterte inntaket for store porsjoner,
97,5 persentil, for barn under 6 ar 8,3 g/kg kroppsvekt/dag og for voksne 4,17 g/kg
kroppsvekt/dag (FAO/WHO 2003). | henhold til Pioneer Hi-Bred er gjennomsnittlig mengde
Cry34Ab1, Cry35Abl og CrylF i maiskorn henholdsvis 40,8-, 1,6- og 1,9 pg/g tarrvekt korn.
Teoretiske beregninger fra faggruppen viser at dersom alt maisinntak i Europa kommer fra
59122x1507xNK603 vil dette medfgre et inntak for voksne pa 380 pg Cry-
protein/person/dag. Teoretiske beregninger fra faggruppen viser at for barn som spiser store
porsjoner blir inntaket 350 pg Cry-protein/kg kroppsvekt/dag og for voksne 180 pg/kg
kroppsvekt/dag. De totale mengdene for henholdsvis barn og voksne blir da 6200 pg/barn/dag
og 10800 pg/person/dag. De mengder CrylAc som ga mucosal adjuvanseffekt ved
sondeforing av mus var fra 0,1 pug til 100 pg (Vazquez et al. 1999). De adjuvansdoser som
brukes for immunisering av mus og mennesker i andre sammenhenger er ofte av samme
starrelsesorden, det vil si om lag samme dose brukes til mus og menneske. Det er mulig at
Cry34Abl, Cry35Abl og CrylF som benyttes i 59122x1507xNK603 kan ha tilsvarende
effekter som vist for det beslektede CrylAc-proteinet, som induserer immunologiske
reaksjoner mot seg selv og gkt reaksjon mot proteiner gitt samtidig. Dersom Cry34Abl og
Cry35Ab1 har tilsvarende adjuvanseffekt som det beslektede CrylAc-proteinet er rapportert a
ha, vil dette teoretisk kunne fare til gkt utvikling av allergi mot matvarer spist sammen med
maisen, foruten mot maisen selv. Matallergi mot mais er lite vanlig i Norge, men er et
problem i noen omrader, bl.a. Nord-Italia. Man ville vente at adjuvanseffekten kom til syne
farst og fremst som gkt forekomst av allergi mot de matvarene der matallergi fra far er
vanligst. IgE ble ikke malt i de refererte studiene av adjuvanseffekt av Cry1Ac-proteinet.

Uventede effekter av a sette inn nye gener kan opptre og kan fgre til endret uttrykk av
endogene proteiner. Det er imidlertid ikke pavist at slike effekter har skjedd med MONS810
som inneholder Cry1Ab proteinet. MONB810 har vaert dyrket og konsumert siden 1996.

Konklusjon:

Faggruppen finner det ut fra tilgjengelige data vanskelig & vurdere om korn fra
59122x1507xNK603 er mer allergifremkallende enn umodifisert maiskorn. Pa bakgrunn av
foreliggende eksperimentelle studier i mus, finner Faggruppen at muligheten for gkt
allergifremkallende aktivitet til 59122x1507xNK603 med den informasjon Faggruppen har
tilgang til, ikke med rimelig sikkerhet kan utelukke. Faggruppen mener at siden
adjuvanseffekt av Cry34Ab, Cry35Ab1 og Cry1F ikke med rimelig sikkerhet kan utelukkes, ma
det kreves av Pioneer Hi-Bred & kommentere forsgkene som viser adjuvanseffekt av CrylAc i
forhold til muligheten for adjuvanseffekt av Cry34Abl, Cry35Abl og CrylF.
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KONKLUSJON

Det er funnet statistiske forskjeller i enkeltparametre, men verdiene for de enkelte analyserte
komponentene ligger innenfor typiske verdier for andre maissorter som er rapportert i
litteraturen. Faggruppen anser at disse forskjellene ikke har noen helsemessig signifikans.
Faggruppen konkluderer med at det pa bakgrunn av den tilgjengelige informasjonen ikke er
grunn til & anta at den ernzringsmessige kvaliteten til den genmodifiserte maisen
59122x1507xNK603 er forskjellig fra umodifisert mais?

Studier viser at proteinene Cry34Abl, Cry35Abl og PAT ikke er akutt toksiske. Pioneer Hi-
Bred har utfgrt sub-kroniske studier pa kyllinger med 59122x1507xNK603. Faggruppen
konkluderer med at det er lite sannsynlig at eksponering for PAT-proteinet i seg selv og i de
mengder som tilfgres via genmodifisert mais, er helsemessig betenkelige.

Faggruppen finner det ut fra tilgjengelige data vanskelig & vurdere om korn fra
59122x1507xNK603 er mer allergifremkallende enn umodifisert maiskorn. Pa bakgrunn av
foreliggende eksperimentelle studier i mus, finner Faggruppen at muligheten for gkt
allergifremkallende aktivitet til 59122x1507xNK603 med den informasjon Faggruppen har
tilgang til, ikke med rimelig sikkerhet kan utelukke. Faggruppen mener at siden
adjuvanseffekt av Cry34Ab, Cry35Abl1 og CrylF ikke med rimelig sikkerhet kan utelukkes,
ma det kreves av Pioneer Hi-Bred & kommentere forsgkene som viser adjuvanseffekt av
Cry1Ac i forhold til muligheten for adjuvanseffekt av Cry34Ab1, Cry35Abl og CrylF, og om
slike effekter kan oppsta ved inntak av maisprodukter som inneholder de aktive CrylF,
Cry34Ab1 og Cry35Abl-proteinene.
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