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SAMMENDRAG

Helse- og miljerisikovurderingen av den herbicid- og insektsresistente maishybriden MON
89034 x MON 88017 fra Monsanto (EFSA/GMO/NL/2007/39) er utfert av Faggruppe for
genmodifiserte organismer under Vitenskapskomiteen for mattrygghet. Mattilsynet og
Direktoratet for naturforvalting (DN) ber Vitenskapskomiteen for mattrygghet om & vurdere
den genmodifiserte maislinjen MON 89034 x MON 88017 til bruk 1 naringsmidler og
forvarer, men ikke for dyrking.

Vurderingen av den genmodifiserte maisen er basert pa dokumentasjon som er gjort
tilgjengelig pa EFSAs nettside GMO EFSAnet. I tillegg er det benyttet informasjon fra
uavhengige vitenskapelige publikasjoner i vurderingen. MON 89034 x MON 88017 er vurdert
1 henhold til tiltenkt bruk og 1 overensstemmelse med kravene 1 genteknologiloven, forskrift
om konsekvensutredning etter genteknologiloven, forordning 1829/2003/EF, samt kravene 1
EUs utsettingsdirektiv 2001/18/EF med annekser. Videre er EFSAs retningslinjer for
risikovurdering av genmodifiserte planter (EFSA 2006) og Organisation for Economic Co-
operation and Development (OECD) konsensusdokument for mais (OECD 2002) lagt til
grunn for vurderingen. Den vitenskapelige vurderingen omfatter transformeringsprosess og
vektorkonstruksjon, karakterisering og nedarving av genkonstruksjonen, komparativ analyse
av ernzringsmessig kvalitet, mineraler, kritiske toksiner, metabolitter, antinaringsstoffer,
allergener og nye proteiner, samt agronomiske egenskaper, potensiale for ikke-intenderte
effekter pa fitness, genoverforing og effekter pa ikke-mélorganismer.

Maishybriden MON 89034 x MON 88017 er resultat av konvensjonell kryssing mellom
foreldrelinjene MON 89034 og MON 88017. Foreldrelinjen MON 89034 har fatt innsatt de
bakterielle genene crylA.105 og cry2Ab fra Bacillius thuringiensis subsp. aizawai og B.
thuringiensis subsp. kurstaki. Cry1lA.105- og cry2Ab2-genene koder for 6-endotoksiner som
gir plantene toleranse mot enkelte arter i ordenen Lepidoptera. Foreldrelinjen MON 88017
uttrykker Cry3Bbl- og CP4-EPSPS-proteiner, som er resultat av introduksjon av genene
cry3Bbl og cp4-epsps fra jordbakteriene B. thuringiensis subsp. kumamotoensis og
Agrobacterium tumefaciens. Cry3Bb1-proteinet gir plantene beskyttelse mot angrep fra arter i
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familien  bladbiller (Chrysomelidae). Cp4-epsps-genet koder for enzymet 5-
enolpyruvylsikimat-3-fosfatsyntetase, som omdanner fosfoenolpyruvat og sikimat-3-fosfat til
5-enolpyruvylsikimat-3-fosfat, en viktig metabolitt i syntesen av aromatiske aminosyrer. I
motsetning til plantens enzym er det bakterielle enzymet ogsa aktivt ved narver av N-
fosfonometylglycin (glyfosat). Foreldrelinjene MON 89034 og MON 88017 er tidligere
vurdert av Faggruppe for genmodifiserte organismer. Produkter av MON 89034 x MON
88017 vil bli markedsfort under handelsnavnet YieldGard VT PRO™!',

Analysene av ern@ringsmessige 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 pdvist i enkelte
forseksfelt, ikke er pdvist 1 de andre forseksfeltene. Faggruppen anser analysene for & vare
tilstrekkelige for en vurdering av hybriden MON 89034 x MON 88017 til bruk som mat og
for.

Ingen av proteinene som blir uttrykt som felge av genmodifiseringen har likheter med kjente
allergener eller egenskaper som tilsier at de er allergener. Det er imidlertid ikke vurdert om de
uttrykte toksinene Cryl1A.105, Cry2Ab2 og Cry3Bbl kan ha adjuvanseffekter.

Faggruppen finner det vanskelig & vurdere om naeringsmidler og férvarer fra maisen MON
89034 x MON 88017 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 MON 89034 x MON 88017 i forhold til umodifisert mais med den informasjon
vi har tilgang til, ikke med rimelig sikkerhet kan utelukkes. Da mengde Cry1A.105, Cry2Ab2
og Cry3Bb1 i maiskorn kan vare 11 pg/g terrvekt til sammen, mener Faggruppen at det ma
kreves av Monsanto & kommentere forsgkene som viser adjuvanseffekt av det beslektede
CrylAc.

Seknaden gjelder godkjenning av maislinjen MON 89034 x MON 88017 for import,
prosessering og til bruk i neringsmidler og forvarer. Faggruppen har derfor ikke vurdert
mulige miljoeffekter knyttet til dyrking av maislinjen. Det er ingen indikasjoner pd okt
sannsynlighet for spredning, etablering og invasjon av maislinjen i naturlige habitater eller
andre arealer utenfor jordbruksomrader som resultat av frespill 1 forbindelse med transport og
prosessering. Risiko for utkryssing med dyrkede sorter vurderes til & vare ubetydelig. Ved
foreskreven bruk av maislinjen MON 89034 x MON 88017 antas det ikke & vare risiko for
negative effekter pa malorganismer, ikke-mélorganismer eller pa abiotisk miljo i Norge.

Samlet vurdering

Faggruppen finner det lite trolig at bruk av maislinjen MON 89034 x MON 88017 vil
medfore endret risiko for helse og milje i forhold til annen mais, men papeker kunnskapshull
knyttet til om Cry-proteinene i MON 89034 x MON 88017 kan virke som adjuvant.

N@KKELORD
Genmodifisert mais, MON 89034 x MON 88017, insektsresistens, herbicidtoleranse, crylA.105,
cry2Ab2, cry3Bbl, CP4 EPSPS, helsemessig trygghet, helse, adjuvans, milje, forordning
1829/2003/EF
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BAKGRUNN

Faggruppe for genmodifiserte organismer under Vitenskapskomiteen for mattrygghet er blitt
bedt av Mattilsynet og Direktoratet for naturforvalting om a foreta en utredning av helse- og
miljerisiko ved en eventuell godkjenning av den genmodifiserte maislinjen MON 89034 x
MON 88017 fra Monsanto (EFSA/GMO/NL/2007/39). Maislinjen er sekt omsatt i EU/E@S-
omradet under Forordning (EF) No. 1829/2003 om genmodifiserte neringsmidler og forvarer
(artiklene 3(1) og 15(1). Seknaden omfatter bruksomradene import, prosessering,
naringsmidler og forvarer, og ble fremmet og anbefalt av nederlandske myndigheter i februar
2007. Seknaden ble lagt ut pd EFSAnet 20. september 2007, med frist pa 90-dager for innspill
fra EU- og EOS/EFTA-landene. Norge har ikke tidligere uttalt seg om maishybriden. Begge
foreldrelinjene er sekt godkjent til import, prosessering, mat og for i EU/E@QS-omradet, og
tidligere vurdert av Faggruppen (VKM 2007 a,b).

OPPDRAG FRA MATTILSYNET OG DIREKTORATET FOR NATURFORVALTING

Mattilsynet og Direktoratet for naturforvalting har 1 brev datert 12.5.2006 (ref. 2006/17817)
og 23.4.2008 (ref. 2008/4367 ART-BI-BRH) gitt Vitenskapskomiteen for mattrygghet i
oppdrag & foreta lopende risikovurderinger av genmodifiserte naringsmidler og forvarer som
faller inn under EUs forordning 1829/2003/EF. VKM er bedt om & vurdere helse- og
miljeaspekter ved slike produkter, og pa bakgrunn av vurderingene gi innspill til EFSAnet.

Seknad EFSA/GMO/NL/2007/39, genmodifisert maishybrid MON 89034 MON 88017, ble
lagt ut pd EFSAnet 20. september 2007. Faggruppe for genmodifiserte organismer skal i trad
med oppdragbrev utarbeide helse- og miljerisikovurdering av maislinjen til import og
industriell prosessering, samt til bruk som n@ringsmiddel og forvare. Seknaden omfatter ikke
dyrking.

Vurderingen av MON 89034 x MON 88017 skal utferes 1 henhold til tiltenkt bruk og 1
overensstemmelse med prinsippene som er nedfelt i EFSAs retningslinjer for vurdering av
genmodifiserte planter ("Guidance document of the scientific panel on genetically modified
organisms for the risk assessment of genetically modified plants and derived food and feed”)

(EFSA 2006).

I henhold til oppdragsbrev fra DN skal VKM primert fokusere pd miljorisiko 1 EQS-omradet,
og pd miljerisiko som er spesifikke for Norge. Det skal ogsd gis en samlet konklusjon om
miljerisiko 1 trdd med kravene 1 forskrift om konsekvensutredning etter genteknologiloven,
vedlegg 2 C.

Produktet som gnskes vurdert:

Genmodifisert mais, EFSA/GMO/NL/2007/39 (MON 89034 x MON 88017).
Unik kode: MON-89034-3 x MON-88017-3.

Status 1 EU: Seknad under 1829/2003/EF. EFSAs frist for innspill er 20.12.07.
Onsket svarfrist til Mattilsynet/DN: 20. desember 2007.
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RISIKOVURDERING

1. Innledning

Helse- og miljerisikovurderingen av den genmodifiserte maishybriden MON 89034 x MON
88017 er gjort 1 henhold til tiltenkt bruk, basert pa informasjon som er gjort tilgjengelig pa
EFSAs nettside GMO EFSAnet knyttet til soknader om godkjenning av maishybriden MON
89034 x MON 88017 og foreldrelinjene MON 89034 og MON 88017
(EFSA/GMO/NL2007/39; EFSA/GMO/NL/2007/37; EFSA/GMO/CZ/2005/27). 1 tillegg er
det benyttet uavhengige vitenskapelige publikasjoner med referee i vurderingene. I henhold til
Monsanto er bruksomrader for seknaden import og bruk som naringsmidler, forvarer og
industrielle produkter, ikke for dyrking. Primerbruken av maiskorn i Norge i dag er til
dyrefoér, men mais brukes ogsa til industriell produksjon av etanol, maismel, popkorn,
raffinert stivelse og setningsprodukter.

Vurderingen er gjort i overensstemmelse med kravene i genteknologiloven, forskrift om
konsekvensutredning etter genteknologiloven, forordning 1829/2003/EF, samt kravene i EUs
utsettingsdirektiv 2001/18/EF med annekser. Faggruppe for genmodifiserte organismer har pé
faggruppemetet 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
organisms for the risk assessment of genetically modified plants and derived food and feed”
(EFSA 2006).

I henhold til Vitenskapskomiteen for mattrygghets uttalelse pd metet 23. april 2004 har
Faggruppe for genmodifiserte organismer vedtatt at i de sakene hvor EFSA har kommet med
sine uttalelser for Faggruppe for genmodifiserte organismer fir sakene til behandling, skal
soknadene behandles pa samme mate som i EU-landene, dvs. ved en noe forenklet
risikovurdering. 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.

1.1.  Beskrivelse av egenskaper(er) og virkningsmekanismer

Hybriden MON 89034 x MON 88017 er dannet ved tradisjonell kryssingsforedling mellom to
innavlede linjer, avledet av de genmodifiserte maislinjene MON 89034 og MON 88017.

Foreldrelinjen MON 89034 har fatt innsatt de bakterielle genene crylA.105 og cry2Ab2, isolert fra
Bacillius thuringiensis subsp. aizawai og B. thuringiensis subsp. kurstaki. Cry1A.105- og cry2Ab2-
genene koder for 6-endotoksiner som gir plantene toleranse mot enkelte arter i ordenen Lepidoptera,
eksempelvis Ostrinia nubilatis (maispyralide), Sesamia ssp., Agrostis ipsilon (stort jordfly),
Spodoptera sp. (’fall armyworm’) og Helicoverpa zea (’corn earworm’).

Foreldrelinjen MON 88017 uttrykker Cry3Bbl- og CP4-EPSPS-proteiner, som er resultat av
introduksjon av genene cry3Bbl og cpd-epsps fra jordbakteriene B. thuringiensis subsp.
kumamotoensis og Agrobacterium tumefaciens. Cry3Bbl-proteinet gir plantene toleranse mot angrep
fra arter i familien bladbiller (Chrysomelidae), som Diabrotica ssp. Cp4-epsps-genet koder for
enzymet 5-enolpyruvylsikimat-3-fosfatsyntetasen (CP4 EPSPS), som omdanner fosfoenolpyruvat og
sikimat-3-fosfat til 5-enolpyruvylsikimat-3-fosfat, en viktig metabolitt i syntesen av aromatiske
aminosyrer. N-fosfonometylglycin (glyfosat) hemmer generelt EPSPS-enzymer og blokkerer derved
biosyntesen av aromatiske aminosyrer i planter. I motsetning til plantens enzym er det bakterielle
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enzymet ogsé aktivt ved narveaer av glyfosat. Glyfosat er relativt ufarlig for dyr da de mangler EPSPS-
enzymet.

2. Molekylaer karakterisering

2.1.  Hybridproduksjon

Hybridforedling er den dominerende foredlingsstrategien i konvensjonell foredling og sortsutvikling i
mais i dag. Metodikken innebarer utvikling av innavlede, tilnermet homozygote foreldrelinjer, som sa
krysses for produksjon av F;-hybridfre. Dette gir ensartede og produktive sorter (heterosiseffekt). Den
transgene hybriden MON 89034 x MON 88017 er dannet ved konvensjonell kryssing mellom
maislinjene MON 89034 og MON 88017.

2.2.  Evaluering av foreldrelinjer
2.2.1. Maislinje MON 89034

Transformasjonssystem og vektorkonstruksjon

Til transformasjon er brukt Agrobacterium-mediert transformering av umodne maisceller. Plasmidet
PV-ZMIR245 som inneholder to rekombinante DNA fragmenter ble benyttet til & transformere celler
fra en umodifisert maislinje. De to rekombinante DNA-fragmentene (T-DNA I og T-DNA 1I) er satt
inn i maisgenomet. T-DNA T inneholder en crylA.105 og en cry2Ab2 ekspresjonskassett, mens T-
DNA II inneholder en nptll ekspresjonskassett. Transformanter ble selektert ved at de overlevde og
vokste i narver av paromomycin. Pafelgende innavl pd Fl-generasjonen forte til at T-DNA I
(crylA.105/cry2Ab2 kassettene) ble segregert fra T-DNA II (nptll-kassetten). MON 89034-plantene
inneholder bare rekombinant DNA-fragment som inneholder crylA.105 og cry2Ab2 genkassettene (T-
DNA 1), mens planter som inneholder nptll-kassetten (T-DNA II) ble eliminert. T-DNA [ fragmentet
inneholder to ekspresjonskassetter. Den ene kassetten inneholder ekspresjonskassetten som koder for
CrylA.105-protein og som inneholder promoteren P-e35S samt ledesekvens for blomkalmosaikkvirus
(CaMV) 35S RNA, 5' ikke-translatert ledesekvens hveteklorofyll a/b/ bindingsprotein (L-Cab), intron
fra ris aktingen (I-Ractl), crylA.105-sekvenser som er optimalisert for ekspresjon i enfrebladet
planter, og 3’ ikke-translatert sekvens fra hvete “heat shock”-protein 17.3 (T-Hspl17), som avslutter
transkripsjonen. Cry2Ab2 ekspresjons-kassetten som danner Cry2Ab2-proteinet bestir av 35S
promoter fra brunrot mosaikkvirus (P-FMV), I-Hsp 70 det ferste intronet fra mais “heat shock”
protein-70 genet, cry2Ab2 sekvens med et modifisert kodon CS-Cry2Ab2 som er limt til et kloroplast
overferingspeptid fra mais ribulose 1,5-difosphat karboksylase ”small subunit” inkludert genets forste
intron (TS-SSU-CTP), samt 3’ikke-translatert omrdde fra nopalinsyntase (T-nos) omrédet fra
Agrobacterium tumefaciens T-DNA. T-nos avslutter (terminerer) transkripsjonen. DNA-fragmentet
inneholder ikke antibiotikaresistensgener.

Beskrivelse av de innsatte genene

Southern blot og PCR har blitt brukt for & karakterisere det rekombinante DNA-fragmentet i planten.
Molekylarbiologisk karakterisering viser at det er satt inn bare en kopi av det rekombinant DNA-
fragmentet i maisens genom. Dette fragmentet inneholder folgende gener og DNA elementer (se figur

1):

Cry1A.105 ekspresjonskassett

a) P-e35S promoter og 9 bp ledesekvens fra blomkal mosaikkvirus (CaMV) 35S
RNA

b) L-Cab 5'ledesekvens hvete klorofyll a/b/ bindingsprotein, uttrykkes ikke i
planten

¢) ractlintron intron fra risaktin-genet
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d) CS-CrylA.105 syntetisk gen med sekvenser fra genene crylAb, crylAc og crylF. Genene
stammer fra Bacillus thuringiensis (se figur 2)

e) T-Hspl? 3> DNA sekvens som avslutter transkripsjonen, kommer fra hvete “heat
shock” protein 17.3, uttrykkes ikke i planten

Cry2Ab2 ekspresjonskassett
a) P-FMV35S  promoter fra brunrot mosaikkvirus
b) I-Hsp 70 det forste intronet fra mais "heat shock” protein-70 genet
c) TS-SSU-CTP Kkloroplast-overferingspeptid fra mais ribulose 1,5-difosphat
karboksylase ”small subunit,” inkludert det forste intronet.

d) Cry2Ab2 gen som koder et syntetisk Cry2Ab2- protein, fra Bacillus
thuringiensis
e) T-nos 3’ DNA sekvens som avslutter transkripsjonen, kommer fra nopaline

syntase (nos) genet fra Agrobacterium tumefaciens, uttrykkes ikke i planten.
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Figur 1. Rekombinant T-DNA | fragment i maisens genom.

Karakterisering av geninnsettingen

Den genmodifiserte maislinjen MON 89034 uttrykker insektsresistens. Bakgrunnen for
insektsresistens er at planten uttrykker en variant av bakterieproteinet CrylA.105 og Cry2Ab2.
CrylA.105- og Cry2Ab2- proteinene, som uttrykkes av crylA.105 og cry2Ab2 genene, er toksiner som
gir planten toleranse mot larver i sommerfuglordenen Lepidoptera. CrylA.105-proteinet er et kimaert
protein som bestar av domene I og II fra CrylAc eller CrylAb, domene III fra CrylF, og C-terminal
domene fra CrylAc. CrylAb- og CrylAc-proteinene har 100 % aminosyresekvensidentitet med
domene I og 11, se figur 2. Cryl1A.105-proteinets aminosyresekvens-identiteten til CrylAc-, Cryl Ab-,
og CrylF- proteinene er henholdsvis 93,6 %, 90,0 %, og 76,7 %. Basesekvensene i det syntetiske
crylA.105-genet og cry2Ab2-genet stammer fra jordbakterien Bacillus thuringiensis.

| Dlomain 1 Desnaim [T Domain 11 | C-turmsinal doserin

1F 1Ac
e ——— oo

Figur 2. Skjematisk tegning over domenen i Cry1A.105 og deres likhet til tilsvarende domener
i CrylAb, CrylAc og Cry1F.
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Molekylarbiologiske analyser viser at det rekombinante fragmentet i planten inneholder de samme
gener og genelementer som er pa det tilsvarende T-DNA I fragmentet i plasmidet PV-ZMIR245. Bade
CrylA.105- og Cry2Ab2-proteinet som uttrykkes i maiskorn er undersgkt med Western-blot analyse
og densitometri, SDS-PAGE og densitometri, trypsinbehandling av proteinene og peptidkartlegging
med MALDITOF massespektrometri, Southern blot, analyse av N-enden til proteinet, samt
glykosyleringsanalyse. Proteinene er undersgkt for henholdsvis enzymaktivitet og bioaktivitetassay.
Bioaktivitet-assayene viser at renset planteprodusert CrylA.105 og E. coli produsert CrylA.105-
protein har en veksthemmende aktivitet (ECso) pa malorganismen pa henholdsvis 0,0074 £ 0,0017 pg
CrylA.105/ml diett (variasjonsbredde 0,0055 til 0,0089 ng CrylA.105/ml) og 0,0120 = 0,0062 pg
CrylA.105/ml diett (variasjonsbredde 0,0053 til 0,0170 pg CrylA.105/ml). For Cry2Ab2 er
tilsvarende ECso-verdier henholdsvis 0,16 + 0,01 pg Cry2Ab2/ml diett (variasjonsbredde 0,16 til 0,17
pg 2Ab2/ml) og 0,16 £ 0,04 pg Cry2Ab2/ml diett (variasjonsbredde 0,13 til 0,20 ug 2Ab2/ml).
Analysene viser at CrylA.105- og Cry2Ab2- proteinene er strukturelt og funksjonelt like de E. coli-
produserte proteinene. Det ble ikke pévist glykoliseringsseter pa proteinene.

PCR-analyser av det rekombinante DNA fragmentet pad 9317 bp i MON 89034 viser at
flankesekvensene til fragmentet er genomisk DNA fra mais. Flankerende sekvenser til dette
rekombinante DNA-fragmentet er sekvensert, ca. 200 bp oppstrems (5’-enden til genet) og ca. 200 bp
nedstrems (3’-enden til genet). I den genomiske 3’enden er det pavist en delesjon pd 57 bp i MON
89034 i forhold til umodifisert mais, i tillegg er det i 5’-enden pévist et innskudd pa 10 bp. PCR
analysene viser at bade crylA.105 og cry2Ab2 DNA-sekvensene er identiske til de korresponderende
sekvensene pa plasmidet PV-ZMIR245. Sekvenseringsdata viser at e35S promoteren som regulerer
ekspresjonen av crylA.105 er blitt modifisert til en kortere versjon ved at det ikke inneholder det
dupliserte forsterkerelementet. Hoyre grense, dvs 5’-enden, til T-DNA I fragmentet i plasmidet PV-
ZMIR245 er fjernet ved innsettingen og erstattet med en forkortet versjon av venstre grense, se figur 3.
T-DNA 1I elementer, som npll-genet og unike T-DNA II DNA sekvenser, ble ikke pavist i MON
89034 ved bruk av Southern-blot metode.

A) | BletBoder | P55 | CSopdl | Towes | B-RightBorder |

X T cassette

B) [BRigntBoder [oER[Peds®  Ji[1 [enisss [T] P |1 [en2an2 | T] BLeft Border

oy LA 105 cassetbe T ery2 4Bl cassette
C) |BileftBordert [Pedis® JL|1 [epuasss [T| 2 |1 [ep2a2 | T[BLeftBorder
‘ oy LA 165 cassetbe i Ty 2457 cassette ”

Figur 3. Beskrivelse av rekombinasjonsprosessen som viser modifiseringen i 5’-enden av innskuddet.

Informasjon vedr. uttrykk av introduserte gener og apne leserammer (ORF)

Mengde CrylA.105- og Cry2Ab2- protein i korn er malt til henholdsvis 5,9 = 0,77 pg/g terrvekt
(variasjonsbredde = 4,7 — 7,0) og 1,3 £ 0,36 ng/g terrvekt (variasjonsbredde = 0,77 — 2,1), og i furasje
til henholdsvis 42 + 9,4 ng/g terrvekt (variasjonsbredde = 20 — 56) og 38 + 14 pg/g terrvekt
(variasjonsbredde = 15 — 55). Provene som er analysert stammer fra fem feltforsek utfert i USA i
2005. Det er tatt ut tre preover fra hvert feltforsek. I feltforsokene i Argentina er mengde av
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CrylA.105- og Cry2Ab2- protein i korn malt til henholdsvis 2,6 + 0,36 pg/g terrvekt
(variasjonsbredde = 1,9 — 3.,2) og 0,95 £+ 0,16 pg/g terrvekt (variasjonsbredde = 0,67 — 1,3). Provene
som er analyserte stammer fra fem feltforsgk fra vekstsesongen 2004-2005. Det er tatt ut tre prover fra
hvert feltforsek.

Teoretiske analyser av mulige polypeptider fra hver leseramme v.h.a. allergen (ADG6)-, toksin
(TOXINS)- og peptid (ALLPEPTIDES)-databaser viser ingen strukturelle likheter til allergener,
toksiner og farmakologiske aktive proteiner. Resultatene fra disse teoretiske analysene viser at det er
lite sannsynlig at det dersom noen av disse leserammene skulle bli transkribert vil resultere i
polypeptider som medfarer potensielle toksiske eller allergene konsekvenser.

Nedarving og stabilitet av innsatt DNA
Krysning over syv generasjoner og tre selvpollineringsgenerasjoner viser at det rekombinante
fragmentet crylA.105 og cry2Ab2 er stabilt inkorporert i maisgenomet.

Delkonklusjon

Faggruppen har tidligere vurdert de fysiske, kjemiske og funksjonelle karakteriseringene av proteinene
og funnet at informasjonen er tilstrekkelig (VKM 2007b). Faggruppen konkluderer med at
karakteriseringen av det rekombinante innskuddet i MON 89034 er tilfredsstillende

2.2.2. Maislinje MON 88017

Transformasjonssystem og vektorkonstruksjon

Til transformasjon er brukt Agrobacterium-mediert transformering av umodne maisceller. Plasmidet
PV-ZMIR39 ble benyttet til & transformere celler fra den umodifiserte maislinjen A x Hi-II. Et
rekombinant DNA fragment pa ca 7100 basepar (bp) er satt inn i maisgenomet. Fragmentet inneholder
to ekspresjonskassetter. Den ene kassetten inneholder risaktin-promoteren P-ractl, et ractl intron, et
optimalisert kloroplast overferingspeptid (CTP2), cp4 epsps genet og NOS3 terminatoren. Den andre
kassetten inneholder en 35S-promoter (P-e35S), en ikke uttrykt ledersekvens (wt CAB) fra
hveteklorofyll a/b-bindende protein genet, et ractl intron, et endret cry3Bbl-gen og et 3’-ende
terminatoromrade (tahspl7 3’) fra hvete “heat shock” genet. DNA-fragmentet inneholder ikke
antibiotikaresistensgen. Transformanter ble selektert ved at de overlevde og vokste i narver av
glyfosat.

Beskrivelse av de innsatte genene:

Southern blot og PCR har blitt brukt for a karakterisere det rekombinante DNA-fragmentet i planten.
Molekylarbiologisk karakterisering viser at det er satt inn bare en kopi av rekombinant DNA-
fragmentet i maisens genom. Dette fragmentet inneholder:

Cp4 epsps- ekspresjonskassett

a)  P-ractl promoter fra risaktin-gen

b)  ractl intron  intron fra risaktin-gen

c) CTP2 DNA sekvens som koder for kloroplastoverferingspeptid, fra Arabidopsis
thaliana

d)  Cp4epsps DNA sekvenser som koder for CP4 EPSPS- protein, fra Agrobacterium
stamme CP4

e) NOS3¥ 3> DNA sekvens som avslutter transkripsjonen, kommer fra nopalinsyntase

gen til Agrobacterium tumefaciens, uttrykkes ikke i planten
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Cry3Bb1l-ekspresjonskassett

a)  P-e35S promoter fra blomké&lmosaikk virus

b) wtCAB 5” DNA ledersekvens fra hveteklorofyll a/b-bindende protein genet, uttrykkes
ikke i planten

c) ractl intron intron fra risaktin-gen

d) Cry3Bbl gen som koder et syntetisk Cry3Bb1- protein, fra Bacillus thuringiensis
subsp. kumamotoensis

e) tahspl73’ 3> DNA sekvens som avslutter transkripsjonen, kommer fra hvete "heat

shock” genet, uttrykkes ikke i planten.

Hind III 3612

Pz 2798 Pst136212 Xho 170635
Psr12576 i Xba 14265 -
—" Pst T 7080
I I I I I I
Flant LB Paact mtvon CTF2?  cpd epops NOS 3 P-e35% leader intron MON 38017 ¢rp3Bb]  tahspl7 3" Plant
Zenomic enomic
DNA DNA

Figur 4. Rekombinant DNA fragment i maisens genom. Hind, Pst, Xba og Xho er seter for de
respektive restriksjonsenzymene.

Den genmodifiserte maislinjen MON 88017 uttrykker glyfosattoleranse og insekstresistens.
Bakgrunnen for glyfosattoleransen er cp4-epsps-genet, som stammer fra jordbakterien Agrobacterium
tumefaciens, og som koder for 5-enolpyruvylsikimat-3-fosfatsyntetase. Enzymet omdanner
fosfoenolpyruvat og sikimat-3-fosfat til 5-enolpyruvylsikimat-3-fosfat, som er en viktig metabolitt i
syntesen av aromatiske aminosyrer. I motsetning til hos dyr, inneholder alle planter og
mikroorganismer dette enzymet. Dyr ma dermed fa aromatiske aminosyrer fra faden. Plantens enzym
er imidlertid sensitiv for glyfosat, mens det mikrobielle enzymet er tolerant.

Bakgrunnen for insektresistens er at planten uttrykker en variant av bakterieproteinet Cry3Bbl.
Cry3Bbl- proteinet, som uttrykkes av cry3Bbl genet, er et naturlig toksin som gir planten toleranse
mot arter i ordenen Coleoptera. Cry3Bbl genet stammer fra jordbakterien Bacillus thuringiensis
subsp. kumamotoensis.

Molekylarbiologiske analyser viser at det rekombinante fragmentet i planten inneholder de samme
gener og genelementer som er pa det tilsvarende fragmentet i plasmidet PV-ZMIR39. Bade CP4
EPSPS- og Cry3Bbl-proteinet som uttrykkes i maiskorn er undersekt med Western-blot analyse og
densitometri, SDS-PAGE  og  densitometri, MALDITOF  massespektrometri ~ samt
glykosyleringsanalyse. Proteinene er undersekt for henholdsvis enzymaktivitet og bioaktivitetsassay.
Analysene viser at CP4 EPSPS- og Cry3Bbl- proteinene er strukturelt og funksjonelt like de E. coli-
produserte proteinene. Det ble ikke pavist glykoliseringsseter pd proteinene. Genene pa det
rekombinante DNA-fragmentet i MON 88017 uttrykker EPSPS-protein som er identisk med proteinet
som uttrykkes i jordbakterien Agrobacterium stamme CP4, mens i Cry3Bbl proteinet er 6 aminosyrer
endret i forhold til proteinet som uttrykkes i jordbakterien Bacillus thuringiensis subsp.
kumamotoensis.

Informasjon vedr. uttrykk av introduserte gener og apne leserammer (ORF)
Mengde CP4-EPSPS i for og korn er malt til henholdsvis 16 ng/g ferskvekt (SD=2,1; variasjonsbredde
=12-19) og 5,1 pg/g ferskvekt (SD = 0,89; variasjonsbredde = 3,7 - 6,3). Mengde Cry3Bbl protein i
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for og korn er malt til henholdsvis 27 pg/g fersksvekt (SD = 5,5; variasjonsbredde = 22 - 39) og 13
ng/g ferskvekt (SD = 3,1; variasjonsbredde = 8,7 - 19). Provene som er analyserte stammer fra tre
feltforsek utfert i USA i 2002. Det er tatt ut tre prover fra hvert feltforsek.

Mengde av Cry3Bbl og EPSPS protein i korn er i feltforsekene i Argentina maélt til henholdsvis 9,4
ng/g fersksvekt (SD = 2,7; variasjonsbredde = 6,9 - 16) og 4,0 ug/g ferskvekt (SD = 1,1;
variasjonsbredde = 3,2 — 6,5). Provene som er analyserte stammer fra fire feltforsek fra vekstsesongen
2003-2004. Det er tatt ut tre prover fra hvert feltforsek.

Flankerende seckvenser til det rekombinante DNA-fragmentet i planten er sekvensert, 878 bp
oppstrems og ca. 1000 bp nedstrems. Teoretiske analyser av mulige polypeptider fra hver leseramme
v.h.a. allergen (AD4)-, toksin (TOXINS5)- og peptid (ALLPEPTIDES)-databaser viser ingen biologisk
relevante strukturelle likheter til allergener, toksiner og farmakologiske aktive proteiner. Resultatene
fra disse teoretiske analysene viser at det er lite sannsynlig at det dersom noen av disse leserammene
skulle bli transkribert vil resultere i polypeptider som medforer potensielle toksiske, allergene eller har
uheldige helsemessige konsekvenser.

Nedarving og stabilitet av innsatt DNA
Krysning over syv generasjoner og tre selvpollineringsgenerasjoner viser at det rekombinante
Cry3Bb1/EPSPS-fragmentet er stabilt inkorporert i maisgenomet.

Delkonklusjon

Faggruppen har tidligere vurdert karakteriseringen av det rekombinante innskuddet i MON 88017, og
de fysiske, kjemiske og funksjonelle karakteriseringene av proteinet til & vere tilfredsstillende (VKM
2007a).

2.2.3. Hybriden MON 89034 x MON 88017

Molekyler karakterisering

MON 89034 x MON 88017 er dannet ved konvensjonell kryssing mellom maislinjene MON 89034 og
MON 88017. Molekylarbiologiske analyser viser at de rekombinante fragmentene i planten
inneholder de samme gener og genelementer som er i foreldrelinjene MON 88017 og MON 88017.
Béde CP4 EPSPS-, Cry3Bbl-, CrylA.105- og Cry2Ab2-proteinene som uttrykkes i maiskorn er
undersekt med Southern-blot analyse. Flankerende sekvenser til de rekombinante DNA-fragmentene i
MON 89034 x MON 88017 er ikke sekvensert. Siden MON 89034 x MON 88017 er fremkommet ved
konvensjonell kryssing mellom MON 89034 og MON 88017 hevder Monsanto at sekvensene i og
rundt de respektive fragmentene er uendret. Monsanto har lagt ved dokumentasjon over analyser av
apne leserammer for bAdde MON 89034 og MON 88017. Analysene er utfort hasten 2007. Det er ikke
vist at innsettingen av de rekombinante fragmentene har medfert nye dpne leserammer.

Analyser dokumentert i seknad for MON 88017 av enzymatisk aktivitet av CP4 EPSPS-proteinet viser
ingen forskjell mellom plante- og bakterieprodusert protein. Fordeyelighetstest viste ogsa at CP4
EPSPS-proteinet fordeyes raskt i simulert mage- og tarmsaft. Fordeyelighetstest dokumentert i
soknadene for MON 88017 og MON 89034 viser at Cry3Bbl-, CrylA.105- og CrylAb-proteinene
fordeayes raskt i simulert magesaft. Cry3Bbl-, CrylA.105- og Cry2Ab2-proteinene bestir av en
proteaseresistent og en proteasefordeyelig del. I insekttarmen vil den proteasefordeyelige delen spaltes
til aminosyrer, mens den resistente delen ikke blir fordeyd. I simulert tarmsaft fra mennesker fordeyes
fullengde proteinene raskt. Den proteaseresistente delen av proteinene er etter 24 timer spaltet i minst
3 biter.

Informasjon vedr. uttrykk av introduserte gener

Seker opplyser om at uttrykk av proteinene CrylA.105, Cry2Ab2, Cry3Bbl og CP4 EPSPS ble mélt i
feltforsek i USA 1 2005. Forsgkene ble lagt ut pa 5 ulike lokaliteter i form av fullstendig randomiserte
blokkdesign med 3 gjentak. En ikke-transgen maislinje med tilsvarende genetisk bakgrunn ble brukt
som kontroll. I tillegg var foreldrelinjene MON 89034 og MON 88017 inkludert i forsekene. Det ble
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foretatt analyser av prover fra hele planter, samt prover av for, retter, pollen og fre pé til sammen 7
ulike utviklingsstadier. I felge dokumentasjon fra seker var nivdene av malte proteinprodukter i
vegetativt vev og fre i overensstemmelse med variasjonsomradene for de respektive foreldrelinjene.
Nivéaet av CrylA.105-protein ble malt til henholdsvis 5,6 + 1,3 pg/g terrvekt (TV) (variasjonsomrade
1,9-7,5), 48 = 13 pg/g TV (31-84) og 16 + 1,7 pg/g TV (14-20) for henholdsvis fre, for og pollen i
gjennomsnitt over forsegkssteder. Tilsvarende viste analysene av Cry2Ab2 1,3 + 0,26 pg/g TV (0,82-
1,9) 1 fre, 44 + 7,4 ug/g TV (30-57) 1 for og 0,62 £ 0,13 ug/g TV (0,50-0,96) i pollen. Videre opplyses
det om at uttrykk av Cry3Bbl og CP4 EPSPS ble maélt til henholdsvis 4,1 + 2,3 pg/g TV (1,3-9,7) og
3,4+0,68 ug/g TV (2,2-4,7) i fre, 50 £ 9,1 ug/g TV (37-70) og 55 = 8,9 ug/g TV (38-69) i for, samt
15+3,4 ug/g TV (11-24) og 320 + 89 ug/g TV (200-550) i pollen.

Nedarving og stabilitet av innsatt DNA

Seker viser til spaltingsdata fra kryssinger over flere generasjoner med foreldrelinjene MON 89034 og
MON 88017 og resultater fra en kryssingsgenerasjon med hybriden for & demonstrere genetisk
stabilitet. Videre viser Southern analyser av de rekombinante innskuddene i MON 89034 x MON
88017-genomet at det er molekyler ekvivalens og identisk kopitall med de rekombinante DNA-
innskuddene i foreldrelinjene.

Delkonklusjon

Hybriden MON 89034 x MON 88017 er dannet ved konvensjonell kryssing mellom maislinjene MON
89034 og MON 88017. Spaltingsdata og Southern-analyser indikerer at de innsatte strukturene
nedarves stabilt, og at antall, struktur og organisering av disse genkonstruksjonene er ekvivalent med
de som finnes i foreldrelinjene. Nivdene av CrylA.105-, Cry2Ab2-, Cry3Bbl- og CP4 EPSPS-
proteiner i vegetativt vev og fre er sammenlignbare med uttrykk av tilsvarende proteinprodukter i
foreldrelinjene.

3. Komparative analyser

3.1.  Analyser av ernaringsmessige komponenter

Analyser av variasjon i fenotype og agronomiske karakterer for foreldrelinjene MON 89034 og MON
88017 er undersekt i mange feltforsek pa en rekke lokaliteter. MON 88017 har blitt testet i feltforsek i
Argentina og USA siden 2001. MON 89034 har blitt testet i ni feltforsek i USA i 2004. Maishybriden
MON 89034 x MON 88017 er blitt testet i fem feltforsek i USA i 2004.

Statistiske analyser

I Nordisk ministerrdds rapport "Safety Assessment of Novel Food Plants: Chemical Analytical
Approaches to the Determination of Substantial Equivalence" (TemaNord 1998), anbefales det at
tilstrekkelig antall prever mé analyseres for & fa adekvat sensitivitet for statistisk analyse. Spredning i
enkeltparametre skal vere sammenlignbare for genetisk modifisert plante og umodifisert plante. I
rapporten er det anbefalt at spredningen i enkeltverdier ber ligge innenfor + 20 %.

Hovedkomponenter i maiskorn og andre plantedeler

For MON 89034 x MON 88017 er valget av analyseparametere gjort i henhold til OECDs
konsensusdokument for mais (OECD 2002). Det er foretatt forskjellige analyser av hovedkomponenter
for for og korn. For for ble det analysert for aske, fett, protein, vann, ADF (acid detergent fibre), NDF
(neutral detergent fibre), fosfor, kalsium og karbohydrater. For korn ble det analysert for protein, fett,
aske, vann, karbohydrater, ADF, NDF, total fiber (TDF), aminosyrer, fettsyrer (C8-C22), fosfor, jern,
kalium, kalsium, kobber, magnesium, mangan, natrium, sink, vitaminene B1, B2, B6, E, folinsyre og
niacin, de sekundare metabolittene furfural, ferulsyre og p-kumarinsyre, og anti-neringsstoffene
fytinsyre og raffinose. Analysene ble utfart under god laboratoriepraksis (GLP). Seksten komponenter
ble ekskludert fra statistisk analyse fordi >50 % av observasjonene var ved eller lavere enn
kvantifiseringsgrensen. Totalt ble det utfort 366 statistiske sammenligninger mellom MON 89034 x
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MON 88017, isogenetisk kontroll (LH198 x LH172) og femten konvensjonelle referansehybrider.
Analyser viser at av disse 366 sammenligningene ble det ikke pavist statistiske forskjeller for 279
sammenligninger. For de signifikante statistiske forskjellene som er funnet ligger verdiene innenfor 99
% toleranseintervall, og innenfor typiske verdier for mais som er rapportert i litteraturen.

For protein og karbohydrater er det funnet statistiske forskjeller i maiskorn, og for protein i for.
Forskjellen i korn og for er mindre enn 10 %.

Fettsyresammensetning i maiskorn

Fettsyresammensetningen er mélt i henhold til OECDs konsensusdokument for mais. Det ble analysert
for 9 fettsyrer. For tre fettsyrer er det funnet statistiske forskjeller over alle feltene. Statistisk analyser
over alle feltene viser statistiske forskjeller pa under 10 % for de tre fettsyrene. For alle fettsyrene
ligger verdiene innenfor typiske verdier for andre maissorter som er rapportert i litteraturen.

Aminosyrer i maiskorn

Bade essensielle og ikke-essensielle aminosyrer ble analysert. Det er analysert for 18 aminosyrer. For
15 aminosyrer er det funnet statistiske forskjeller fra kontroll bdde ved kombinasjon av alle feltene og
over ett eller to av de fem feltene. De statistiske forskjellene er lavere enn 12 %, og verdiene ligger
innenfor typiske verdier for andre maissorter som er rapportert i litteraturen.

Vitaminer

Vitaminer som det i henhold til OECDs konsensusdokument for mais ber undersgkes for, er B1, B2,
B6, E, folinsyre, niacin, vitamin A og vitamin C. Felgende vitaminer er ikke malt: vitamin A og
vitamin C. Det er ikke funnet statistiske forskjeller for alle malte vitaminer over alle feltene. For fire
vitaminer er det mélt statistiske forskjellene over mer enn ett felt, men feerre enn fem felt. Verdiene
ligger innenfor typiske verdier som er rapportert i litteraturen.

Mineraler

Med unntak for selen er mineralene som er malt i henhold til OECDs konsensusdokument for mais.
Natriuminnholdet var lavere enn pévisningsgrensen. For kalsium og mangan er det funnet statistiske
forskjeller over alle feltene. Forskjellene er mindre enn 12 %. Analyser viser forskjeller innenfor ett
felt og ogsa mellom fzrre enn fem felt for flere mineraler. Verdiene ligger innfor det som er typiske
verdier som er rapportert i litteraturen og innenfor det som er pavist for de femten kontrollhybridene.

Sekundaere metabolitter og antiernaringsstoffer

Det er funnet statistiske forskjeller for ferul- og p-coumarinsyre over alle forseksfeltene. Verdiene
ligger innenfor 10 %. For de andre sekundare metabolittene og antinaringsstoffer er det ikke funnet
store statistiske forskjeller. Det er ikke mélt for toksinene DIMBOA og MBOA.

3.2.  Agronomiske egenskaper

Seker opplyser at det er gjennomfert feltforsek med maislinjen MON 89034 x MON 88017 pa fem
lokaliteter i USA 1 2005. Hvert forseksfelt bestod av et fullstendig randomisert blokkdesign med tre
gjentak. Femten kommersielt tilgjengelige hybridsorter ble benyttet som referansemateriale i
forsekene. I tillegg ble det benyttet en ikke-transgen maislinje med tilsvarende genetisk bakgrunn som
kontroll (LH198 x LH172). Det er foretatt registreringer av en rekke agronomiske og morfologiske
karakterer knyttet til reproduksjon, spredning, vegetativ vekst, sjukdoms- og insektsresistens, samt
toleranse mot ulike abiotiske stressfaktorer (terke, vind, naringsmangel etc.). Det er foretatt statistiske
analyser innen steder og kombinerte analyser over steder for hver karakter. De kombinerte analysene
viser signifikante forskjeller (p< 0,05) mellom MON 89034 x MON 88017 og kontrollinjen for
karakterene legde, freavling, samt tidlighet malt som antall dager til dannelse av silke.
Gjennomsnittsverdiene for disse parametrene ligger imidlertid innenfor variasjonsomradene for
referansesortene og 99 % toleranseintervall som er presentert i seknaden. For de ovrige karakterene
ble det ikke funnet signifikante forskjeller
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Variansanalyser innen steder viser signifikante forskjeller (p< 0,05) for karakterene ’antall dager til
silking’, lengde, terrstoffinnhold og avling pa enkelte av lokalitetene. Seker konkluderer med at
observerte verdier av fenotypiske og agronomiske karakterer ligger innenfor forventet
variasjonsomrade for mais. Monsanto viser ogsé til at feltforsek med foreldrelinjene MON 89034 og
MON 88017 pé en rekke lokaliteter i USA og Argentina ikke har avdekket signifikante forskjeller i
forhold til kontrollsorter med hensyn pé agronomiske karakterer.

3.3.  Delkonklusjon

Analysene av ernaringsmessige viktige komponenter viser statistiske forskjeller i enkeltparametere.
Verdiene for de enkelte analyserte komponentene ligger innenfor typiske verdier for andre maissorter
som er rapportert i litteraturen. Resultatene fra undersekelsene av agronomiske og morfologiske
karakterer viser at, med unntak herbicidresistens og for toleranse mot mélorganismene er det ingen
eller smé forskjeller mellom MON 89034 x MON 88017 og kontrollsorter.

4. Dokumentasjon av toksisitet og allergenisitet

4.1. Toksisitet

For CP4 EPSPS-proteinet og Cry-proteinene henviser Monsanto til studier som er dokumentert i andre
soknader.

Foringsforsgk pa broiler

Seknaden inneholder dokumentasjon fra 42-dagers foringsforsek pa broilere. 600 dyr, 300 av hvert
kjonn, ble fordelt pa seks grupper og foret med henholdsvis mais fra MON 89034 x MON 88017, en
umodifisert kontrollhybrid og fire kommersielle umodifiserte referansesorter. Det ble ikke pavist
vesentlige endringer ved foring med maiskorn fra MON 89034 x MON 88017, kontroll-linje og de tre
referansehybridene.

Subkronisk foringsforsgk pa rotter
Monsanto har ikke foretatt 13 ukers foringsforsek med rotter.

4.2.  Allergenisitet:

Bt-proteiner

Til tross for vel 50 &rs bruk av B.t.k. som spreytemiddel er det ingen bekreftede rapporter over
oyeblikkelige eller forsinkede allergiske reaksjoner til tross for betydelig human oral-, dermal- og
inhalasjonseksponering. Laboratoriestudier med pattedyr indikerer heller ingen potensielle allergiske
reaksjoner mot Bacillus thuringiensis eller dets komponenter innbefattet delta-endotoksinet i
krystallproteinet. Allergiske reaksjoner mot Bacillus thuringiensis har vert rapportert, men disse har
ikke veert tilskrevet krystallproteinet.

Monsanto har utfert undersekelser for allergenisitet ved & sammenligne Cry-proteinenes
aminosyresekvens til allergene proteiner. Det er ikke pavist store strukturelle likheter til allergene
proteiner. Cry-proteinene er undersekt for stabilitet i simulerte mage-tarmsafter. I simulert magesaft
kataboliseres begge proteinene hurtig. De er brutt ned i lepet av 30 sekunder. Undersgkelser med
tarmsaft viser at den alkalie-stabile delen av cry-proteinene er stabil i tarmsaft mer enn 24 timer.

Adjuvans

Det har ikke veert utfert 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-Hernandez et al. 2004). Immunologisk kartlegging av systemisk og mucosal

Vitenskapskomiteen for mattrygghet (VKM) 14



EFSA/GMO/NL/2007/39 07/323-endelig
Maislinje MON 89034 x MON 88017

immunreaksjon pa CrylAc har videre pavist at mus lager bade systemisk IgM, IgG 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 Cry2Ab2- og Cry3Bb1-toksinene som den
transgene maislinjen lager. Domene II fra 1Ab og 1Ac er til stede i CrylA.105, se figur. Det er vist at
domene II 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-, IgG- 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. Ogsé 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 amebe-lysat (Rojas-Hernandez et al. 2004). Adjuvanseffekten av CrylAc ble funnet & vaere 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 a vere det
sterkeste slimhinneadjuvans vi kjenner.
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Det er mulig at Cry2Ab2- og Cry3Bbl1-proteinene som benyttes i MON 89034 x MON 88017, kan ha
tilsvarende effekter som vist for det beslektede Cry1Ac-proteinet. Cry1A.105 inneholder domene 11 fra
CrylAc-proteinet og det er mulighet for at Cryl1A.105 har tilsvarende effekt som CrylAc-proteinet,
som induserer immunologiske reaksjoner mot seg selv og okt reaksjon mot proteiner gitt samtidig.
Dersom Cryl1A.105, Cry2Ab2 og Cry3Bbl har tilsvarende adjuvanseffekt som det beslektede CrylAc-
proteinet er rapportert & ha, vil dette teoretisk kunne fore til okt 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 omréder, bl.a. Nord-Italia. Man ville vente at adjuvanseffekten kom til syne forst og
fremst som gkt forekomst av allergi mot de matvarene der matallergi fra for er vanligst. IgE ble ikke
malt i de refererte studiene av adjuvanseffekt av CrylAc-proteinet.

Uventede effekter av & sette inn nye gener kan opptre og kan fere til endret uttrykk av endogene
proteiner. Det er imidlertid ikke pévist at slike effekter har skjedd med MONS&10, som har vert dyrket
og konsumert siden 1996.

4.3.  Delkonklusjon:

Faggruppen finner det ut fra tilgjengelige data vanskelig & vurdere om korn fra MON 89034 x MON
88017 er mer allergifremkallende enn umodifiserte maiskorn. Pa bakgrunn av foreliggende
eksperimentelle studier i mus, finner Faggruppen imidlertid at muligheten for gkt allergifremkallende
aktivitet hos MON 89034 x MON 88017 med den informasjon vi har tilgang til, ikke med rimelig
sikkerhet kan utelukkes. Da mengde CrylA.105, Cry2Ab og Cry3Bbl-proteiner i maiskorn kan til
sammen veere opp til 11ug/g terr vekt, mener Faggruppen at det ma kreves av Monsanto &
kommentere forsgkene som viser adjuvanseffekt av CrylAc.
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5. Miljarisikovurdering

Maishybriden MON 89034 x MON 88017 er dannet ved konvensjonelle krysninger mellom to
innavlede linjer, avledet av maislinjene MON 89034 og MON 88017. Foreldrelinjen MON 89034
inneholder de bakterielle genene crylA.105 og cry2Ab2, som koder for &-endotoksiner som gir
resistens mot enkelte arter i ordenen Lepidoptera. Cry1A.105-toksinet gir maisplantene toleranse mot
larver av bla Spodoptera sp. (fall armyworm), Ostrinia nubilalis (europeisk maispyralide) og Agrotis
ipsilon (stort jordfly), mens Cry2Ab2 gir toleranse mot Helicoverpa zea (corn earworm). Den innsatte
genkonstruksjonen i foreldrelinje MON 88017 inneholder genene cry3Bbl og cp4-epspsgenet, som gir
plantene toleranse mot angrep fra arter i familien bladbiller (Chrysomelidae) (Diabrotica ssp), og
herbicider med virkestoffet glyfosat.

Monsantos seknad om godkjenning av hybridlinjen MON 89034 x MON 88017 under forordning
1829/2003/EF omfatter bruksomrédene neringsmidler, forvarer, import og prosessering. Seknaden
gjelder ikke dyrking. Miljerisikovurderingen av den transgene maislinjen er derfor avgrenset til
mulige effekter av utilsiktet frespredning i forbindelse med transport og prosessering til mat, for og
industrielle formal. I tillegg vil indirekte eksponering gjennom gjedsel fra husdyr foret med
genmodifisert mais representere en mulig kilde til uensket genspredning.

5.1. Potensiale for ikke intenderte effekter pa fitness relatert til genmodifiseringen

Mais er en ettarig kulturplante som har gjennomgétt langvarig og systematisk foredling. Planten krever
omfattende kultiveringstiltak, og er generelt ikke i stand til spredning og overlevelse utenfor dyrket
mark. Freene er ubeskyttet, sitter godt festet til kolben, omsluttet av modifiserte blad. Planten er uten
evne til naturlig frespredning, og eventuell frospredning er derfor primeert knyttet til hesting, transport
0g prosessering.

Maisfre stiller store krav til spiretemperatur, har ingen frekvile og freplantene er svert sensitive for
lave temperaturer. Under vére dyrkingsforhold er det derfor sma muligheter for oppspiring og vekst av
eventuelle spillfre. I milde vintre i serlige omradder av Europa kan maisfre overleve og spire
pafelgende vekstsesong, men arten er ikke persistent og etablerer ikke ugraspopulasjoner (Hallauer
2000).

Enkeltplanter av mais finnes av og til forvillet pa avfallsplasser, vegkanter og annen brakkmark, men
arten etablerer ikke populasjoner utenfor dyrkingsomrader (Lid og Lid 2005). Til tross for omfattende
dyrking av mais over mange ar i Europa, er det ikke pavist noen risiko knyttet til spredning, etablering
og invasjon av naturlige habitater eller andre arealer utenfor jordbruksomrader. Det er ingen stedegne
eller introduserte viltvoksende arter i den europeiske flora som mais kan hybridisere med (OECD
2003).

Spredning av mais til andre habitater i Europa er hovedsakelig begrenset av darlig konkurranseevne,
manglende frokvile, mottagelighet for sjukdom og liten toleranse for lave temperaturer. Det er ikke
pavist forskjeller mellom den insektresistente maislinjen og konvensjonelle sorter med tilsvarende
genetisk bakgrunn for disse karakterene, og det er det ikke grunn til & anta at den introduserte
egenskapen hos MON 89034 x MON 88017 vil medfere okt fitness utenfor dyrkingsmilje i forhold til
konvensjonelle maissorter.

5.2.  Potensiale for genoverfgring

En forutsetning for genspredning er tilgjengelige veier for overforing av genetisk materiale, enten via
horisontal genoverfering av DNA, eller vertikal genflyt i form av frespredning og krysspollinering.
Eksponering av mikroorganismer for rekombinant DNA skjer under nedbryting av plantemateriale pa
dyrket mark og/eller pollen i akrer og omkringliggende arealer. Rekombinant DNA er ogsd en
komponent i en rekke mat- og férprodukter som er avledet av plantemateriale fra den transgene sorten.
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Dette medferer at mikroorganismer i fordeyelseskanalen hos mennesker og dyr kan eksponeres for
rekombinant DNA.

Siden mais ikke har viltvoksende populasjoner eller narstaende arter utenfor dyrking i Europa, vil
vertikal genoverfering vare knyttet til krysspollinering med konvensjonelle og eventuelle gkologiske
sorter.

5.2.1. Horisontal genoverfgring

Data fra tilgjengelige eksperimentelle studier viser at genoverforing fra transgene planter til bakterier
etter all sannsynlighet inntreffer sveert sjelden under naturlige forhold, og at denne overferingen
forutsetter sekvenshomologi mellom overfort DNA og bakterien (EFSA 2004; VKM 2005).

Ut fra dagens vitenskapelig innsikt mht barrierer for genoverfering mellom ubeslektede arter og flere
ars forskning for om mulig & framprovosere tilfeldig overforing av genetisk materiale fra planter til
mikroorganismer, dyr eller mennesker gjennom inntak eller eksponering, er det ingenting som tyder
pa at transgenene 1 MON 89034 x MON 88017 skal kunne overfores til andre enn naturens
kryssingspartnere dvs. annen dyrket mais i Europa. Det er blant annet gjort forsek som ser pa stabilitet
og opptak av DNA fra tarmkanalen hvor mus er oralt tilfert M13 DNA. Det tilforte DNAet var
sporbart i avfering opp til syv timer etter foring. Sveert smé mengder av M13 DNA (<0.1 %) kunne
spores i blodbanene i en periode pd maksimum 24 timer, mens M 13 DNA ble funnet i opptil 24 timer i
lever og milt (Schubbert et al. 1994). Ved oralt inntak av genmodifisert soya er det vist at DNA er mer
stabilt i tarmen hos personer med utlagt tarm sammenlignet med kontrollgruppen (Netherwood et al.
(2004). I kontrollgruppen ble det ikke pavist GM DNA i feces. Nielsen et al. (2000) og De Vries og
Wackernagel (2002) har undersekt persistens av DNA og opptak av GM DNA 1 jord. I disse
laboratorieforsgkene ble det detektert sveert sma mengder DNA som var overfert fra planter til
bakterier. Forutsetningen for at dette kunne skje var sekvenshomologi mellom plantetransgenet og
mottagerbakterien.

Med bakgrunn i opprinnelse og karakter/egenskaper av de innsatte genene og mangel pa
seleksjonspress i fordeyelseskanal og/eller miljeet, er sannsynligheten for at horisontal genoverfering
vil gi selektive fordeler eller okt fitness pa mikroorganismer sveert liten (Nielsen 2003). Det er derfor
usannsynlig at gener fra MON 89034 x MON 88017 vil etableres stabilt i genomet til
mikroorganismer i miljeet eller i fordeyelseskanalen hos mennesker eller dyr. Ut fra tilgjengelig
kunnskap er det ikke grunn til & forvente at det vil skje horisontal genoverfering av DNA-materiale fra
MON 89034 x MON 88017.

5.2.2. Vertikal genoverfgring

Potensialet for krysspollinering mellom MON 89034 x MON 88017 og konvensjonelt foredlete
maissorter vil avhenge av omfanget av utilsiktet frospredning i forbindelse med transport, handtering
og prosessering. Det er imidlertid lite sannsynlig at sporadiske enkeltplanter vil spre signifikante
mengder pollen til konvensjonelle dyrkingsfelt. Dyrkingsomfanget av mais i Norge er dessuten svaert
begrenset. Risiko for utkryssing med dyrkede sorter vurderes derfor til & veere ubetydelig.

Herbicid- og insektresistens vil ikke representere noen selektiv fordel for spredning av mais i Europa.
Overlevelse hos mais er i hovedsak begrenset av dérlig konkurranseevne, manglende frokvile,
mottagelighet for soppsjukdommer og liten frosttoleranse. Som for konvensjonelle sorter er det
ingenting som tilsier at eventuelle spillplanter vil overleve til neste vekstsesong eller etablere
uenskede populasjoner.

5.3. Potensiale for samspill mellom GMP og malorganismer
Maislinjen MON 89034 er transformert med genene crylA.105 og cry2Ab2 fra jordbakterien Bacillus
thuringiensis. Proteinene som uttrykkes gir plantene resistens mot angrep fra enkelte arter i ordenen

Lepiodoptera, eksempelvis Spodoptera sp. (fall armyworm), Ostrinia nubilalis (europeisk
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maispyralide), Agrotis ipsilon (stort jordfly) og Helicoverpa zea (corn earworm). Det er rapportert om
enkeltfunn av maispyralide i Vestfold, Telemark og Agder (http://nhm.uio.no/norlep/). Stort jordfly
opptrer av og til som skadegjorer i rotvekster i Norge, og er en mulig skadegjorer i mais (Meadow
2007). Den innsatte genkonstruksjonen i foreldrelinje MON 88017 inneholder genet cry3Bbl og som
gir plantene toleranse mot angrep fra arter i familien bladbiller (Chrysomelidae) (Diabrotica ssp).
Diabrotica virgiferavirgifera ("Western corn rootworm’) er det eneste malinsektet som er pavist i
Europa (Crop Protection Compendium 2007).

Tatt i betraktning tiltenkt bruksomrade for maislinjen, vil miljeeksponeringen vere begrenset til
sporadiske enkeltplanter fra fraspill i forbindelse med transport og prosessering. Nivéet av
eksponering av Bt-toksin for eventuelle malorganismer vil derfor vaere svert lav, og ikke ha noen
okologisk betydning.

5.4. Potensiale for samspill mellom GMP og ikke-malorganismer

Sporadiske spillplanter av MON 89034 x MON 88017 med opphav i utilsiktet frespredning under
ulike omsetningsledd antas ikke & medfore risiko for ikke-mélorganismer.

Nar det gjelder indirekte eksponering gjennom gjedsel fra husdyr foret med genmodifisert mais vil
mesteparten av Cry-toksinet denatureres av enzymaktivitet (proteaser) i fordeyelseskanalen, og
mikrobielle prosesser vil fore til en ytterligere nedbryting av proteinet i gjodsla. Dette medferer at
sveert lite Cry-proteiner blir spredt med husdyrgjedsel pa dyrket mark, som igjen minimerer faren for
eksponering av potensielt sensitive ikke-malorganismer. Spredning av Cry-toksiner via gjodsel antas
derfor ikke & gi signifikante miljoeffekter.

5.5.  Potensiale for samspill med abiotisk miljg og eventuelle effekter pa
biogeokjemiske prosesser

Ved foreskreven bruk av maislinjen MON 89034 x MON 88017 vil eksponeringsnivéet av Cry-
proteiner vere svaert lavt, og ikke medfere signifikante effekter pd abiotisk miljo og biokjemiske
prosesser.

5.6.  Delkonklusjon

Seknaden gjelder godkjenning av maislinjen MON 89034 x MON 88017 for import, prosessering og
til bruk i neeringsmidler og forvarer, og omfatter ikke dyrking. Med bakgrunn i tiltenkt bruksomrade er
miljerisikovurderingen avgrenset til mulige effekter av utilsiktet frospredning i forbindelse med
transport og prosessering, samt indirekte eksponering gjennom gjedsel fra husdyr foret med
genmodifisert mais.

Det er ingen indikasjoner péa okt sannsynlighet for spredning, etablering og invasjon av maislinjen i
naturlige habitater eller andre arealer utenfor jordbruksomrader som resultat av frospill i forbindelse
med transport og prosessering. Risiko for utkryssing med dyrkede sorter vurderes til & vere
ubetydelig. Ved foreskreven bruk av maislinjen MON 89034 x MON 88017 antas det ikke & vare
risiko for negative effekter pd mélorganismer, ikke-malorganismer eller pa abiotisk miljo i Norge.
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KONKLUSJON

Det er funnet statistiske forskjeller i enkeltparametere, men verdiene for de enkelte analyserte
komponentene ligger innenfor typiske verdier for andre maissorter som er rapportert i litteraturen.
Faggruppen anser det for lite trolig at disse forskjellene har noen helsemessig konsekvens, og
konkluderer med at det ikke er grunn til & anta at den ernaringsmessige kvaliteten til den
genmodifiserte maisen MON 89034 x MON 88017 er forskjellig fra umodifisert mais.

Flere studier viser at proteinene CrylA.105, Cry2Ab2 og Cry3Bbl1 ikke er akutt toksiske. Monsanto
har ikke utfert sub-kroniske studier pd rotter med MON 89034 x MON 88017. Faggruppen
konkluderer med at det er lite sannsynlig at eksponering for proteinet i seg selv og i de mengder som
tilferes via genmodifisert mais, er helsemessig betenkelig.

Faggruppen mener at det ma kreves av Monsanto & kommentere de forsek som gjort der det er pavist
adjuvanseffekter av CrylAc og om slike effekter kan oppstd ved inntak av maisprodukter som
inneholder aktivt CrylA.105, Cry2Ab2 og Cry3Bbl-protein.

Seknaden gjelder godkjenning av maislinjen MON 89034 x MON 88017 for import, prosessering og
til bruk i naeringsmidler og forvarer. Faggruppen har derfor ikke vurdert mulige miljoeffekter knyttet
til dyrking av maislinjen. Det er ingen indikasjoner pa ekt sannsynlighet for spredning, etablering og
invasjon av maislinjen i naturlige habitater eller andre arealer utenfor jordbruksomréder som resultat
av frespill i forbindelse med transport og prosessering. Risiko for utkryssing med dyrkede sorter
vurderes til & vaere ubetydelig. Ved foreskreven bruk av MON 89034 x MON 88017 antas det ikke a
veere risiko for negative effekter pa malorganismer, ikke-malorganismer eller pa abiotisk milje i
Norge.

Samlet vurdering

Faggruppen finner det lite trolig at bruk av maislinjen MON 89034 x MON 88017 vil medfere endret
risiko for helse og miljo i forhold til annen mais, men papeker kunnskapshull knyttet til om Cry-
proteinene i MON 89034 x MON 88017 kan virke som adjuvant.
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