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SAMMENDRAG

Helse- og miljgrisikovurderingen av den herbicidtolerante og insektsresistente maishybriden MON
89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 (EFSA/GMO/CZ/2008/62) fra Monsanto og Dow AgroSciences
er utfort av Faggruppe for genmodifiserte organismer i Vitenskapskomiteen for mattrygghet (VKM).
Mattilsynet og Direktoratet for naturforvalting (DN) ber Vitenskapskomiteen for mattrygghet om a
vurdere den genmodifiserte maishybriden MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 til import og
prosessering, og til bruk i naeringsmidler og forvarer. Seknaden gjelder ikke dyrking.

Risikovurderingen av den genmodifiserte maisen er basert pd dokumentasjonen som er gjort
tilgjengelig p4 EFSAs nettside EFSA GMO Extranet. I tillegg er det benyttet informasjon fra
uavhengige vitenskapelige publikasjoner i vurderingen. MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 er
risikovurdert i henhold til tiltenkt bruk i EU/E@S-omradet, og faggruppen har derfor ikke vurdert
helse- og miljeeffekter knyttet til dyrking av maishybriden. Vurderingen er gjort i overensstemmelse
med miljg- og helsekravene i genteknologiloven med forskrifter, forst og fremst forskrift om
konsekvensutredning etter genteknologiloven, samt kravene i EU-forordning 1829/2003/EF og
utsettingsdirektiv  2001/18/EF med annekser. Det presiseres at de deler av den norske
konsekvensutredningsforskriften som vedrerer barekraft, samfunnsnytte og etikk er utenfor VKMs
mandat og er ikke vurdert av faggruppen. Videre er EFSAs retningslinjer for risikovurdering av
genmodifiserte planter (EFSA 2006) og Organisation for Economic Cooperation 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 ernaringsmessig kvalitet,
mineraler, kritiske toksiner, metabolitter, antinaringsstoffer, allergener og nye proteiner. Videre er
agronomiske egenskaper, potensiale for utilsiktede effekter pa fitness, genoverfering og effekter pa
ikke-mélorganismer vurdert.

Fi-hybriden MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 er fremkommet ved konvensjonelle
kryssinger mellom de transgene maislinjene MON 89034, 1507, MON 88017 og 59122.

Foreldrelinje MON 89034 er fremkommet ved Agrobacterium-mediert transformasjon av umodne
maisceller fra en av Monsantos innavlede maislinjer. MON 89034-plantene har fatt satt inn et
rekombinant DNA-fragment med to genekspresjonskassetter, inneholdende genene crylA.105 og
cry2Ab2. CrylA.105 er et syntetisk/modifisert gen, som er sammensatt av sekvenser fra genene
crylAc, crylAb og crylF fra Bacillus thuringiensis subsp. aizawai. Cry2Ab-genet stammer fra B.
thuringiensis subsp. kurstaki. CrylA.105- og cry2Ab2-genene koder for d-endotoksiner, som gir
plantene toleranse mot enkelte arter i ordenen Lepidoptera.

Foreldrelinjen 1507 har fatt innsatt et crylF-gen fra Bacillus thuringiensis var. aizawai og et pat-gen,
som er isolert fra jordbakterien Streptomyces viridochromogenes. CrylF-genet koder for et o-
endotoksin, som gir resistens mot enkelte arter i ordenen Lepidoptera, eksempelvis maispyralide
(Ostrinia nubilatis) og nattflyarten Sesamia nonagrioides. Pat-genet koder for enzymet fosfinotricin
acetyltransferase (PAT), som acetylerer og inaktiverer glufosinat-ammonium, virkestoffet i
fosfinotricin-herbicider av typen Finale. Fosfinotricin er et ikke-selektivt kontaktherbicid som hemmer
glutaminsyntetase. Enzymet deltar i assimilasjonen av nitrogen og katalyserer omdanning av glutamat
og ammonium til aminosyren glutamin. Hemming av glutaminsyntetase forer til akkumulasjon av
ammoniakk, og til celleded i planten. De transgene maisplantene vil derfor tolerere hayere doser av
sproytemiddelet glufosinat sammenlignet med konkurrerende ugras.

Foreldrelinjen MON 88017 er fremkommet ved Agrobacterium-mediert transformasjon av umodne

maisembryo fra en av Monsantos innavlede maislinjer. MON 88017 uttrykker Cry3Bbl- og CP4-
EPSPS-proteiner, som er resultat av introduksjon av genene cry3Bbl og cp4-epsps fra jordbakteriene
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B. thuringiensis subsp. kumamotoensis og Agrobacterium tumefaciens. Cry3Bb1-proteinet gir plantene
beskyttelse mot angrep fra arter i billeslekten Diabrotica. 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 nervaer av N-fosfonometylglycin (glyfosat).

Foreldrelinjen 59122 er fremkommet ved Agrobacterium-mediert transformasjon av planteceller fra
den umodifiserte hybridlinjen Hi-II. Maislinjen 59122 uttrykker en ny type Bt-toksin, som er resultat
av introduksjon av to cry-gener (cry34Ablog cry35Abl) fra jordbakterien Bacillus thuringiensis,
stamme PS149B1. Proteinene virker sammen som et binzrt toksin, og gir plantene resistens mot
angrep fra arter i billeslekten Diabrotica. I tillegg har maislinjen fétt satt inn et pat-gen.

MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 inneholder ingen markergener for antibiotikaresistens.

Samtlige foreldrelinjer som inngar i krysningen er tidligere vurdert av Faggruppe for genmodifiserte
organismer (VKM 2004, 2005a, 2007a, 2007b, 2008a, 2008b).

Komparative analyser

Analyser av ernaringsmessige komponenter er utfort i trdd med OECDs konsensusdokument for mais
(OECD 2002). Det er imidlertid ikke foretatt analyser av innhold av vitamin C. Faggruppen
understreker at konsensusdokumentet i sterst mulig grad skal felges nar det legges fram
dokumentasjon pé nivaene av naringsstoffer, antineringsstoffer og metabolitter.

Det er pavist signifikante forskjeller mellom maishybrid MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122
og kontroll i enkeltparametere. Verdiene for de analyserte komponentene ligger innenfor typiske
verdier for andre maissorter som er rapportert i litteraturen, samt innenfor toleranseintervallene for de
umodifiserte referansesortene som er inkludert i sgkers dokumentasjon.

Faggruppen vektlegger at hoveddelen av maisforbruket i Norge er som dyref6r og at mais til humant
konsum utgjer mindre enn 1 % av energiinntaket bade for voksne og barn under ett ar. Daglig inntak
av sukkermais vil bidra med 0,5 % av daglig anbefaling for vitamin C ved inntak lik medianen (data
fra Den Norske mor barn studien). Ved maisinntak pa 17,5 g/dag (97,5 % persentilen) vil ca 2,6 % av
daglig anbefaling for vitamin C dekkes.

Nar det gjelder dyrefor ansees det naturlige vitamininnholdet i mais & veere uten betydning da all mais
som benyttes som for vitaminberikes i henhold til Mattilsynets anbefalinger. Tilsvarende angis krav til
ernaringsmessig sammensetning av kornbasert barnemat i vedlegg 1 i Forskrift om bearbeidet
kornbasert barnemat og annen barnemat til spedbarn og smabarn (FOR 2002-10-18 nr 1185).
Faggruppen vurderer derfor at et eventuelt avvikende vitamin C nivd i MON 89034 x 1507 x MON
88017 x 59122 har liten ernaringsmessig betydning i Norge.

Faggruppen pépeker at uttrykket av proteinene CrylA.105 og PAT i MON 89034 x 1507 x MON
88017 x 59122 var signifikant forskjellig fra foreldrelinjene.

Toksisitet og allergenisitet

CP4-EPSPS- og PAT- proteinene, som uttrykkes som folge av genmodifiseringen, har ingen likheter
med kjente toksiner og allergener, eller egenskaper som tilsier at det vil virke som et allergen eller
toksin. Innholdet av disse proteinene i korn er ca 0,01 % av totalt protein, og utgjer saledes en svart
liten del av det totale proteininnholdet. Faggruppen finner det lite sannsynlig at eksponering av CP4
EPSPS og PAT-proteinene i seg selv og i de mengder som tilferes via genmodifisert mais er
helsemessig betenkelig. En akutt foringsstudie (oral sondeforing) pd mus med bakterieframstilt CP4-
EPSPS-, PAT-, CrylA.105-, CrylF-, Cry2Ab2-, Cry3Bbl-, Cry34Abl- og Cry35Abl-protein viser
ingen skadelige helseeffekter. Videre konkluderer ernzringsstudier med broilere at maishybriden
MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 er ernzringsmessig lik umodifisert mais.
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Faggruppen péapeker at subkronisk foringsforsek pa rotte med MON 89034 x 1507 x MON 88017 x
59122 ikke er utfort.

Ingen av proteinene CrylA.105, CrylF, Cry2Ab2, Cry3Bbl, Cry34Abl og Cry35Abl har likheter
med kjente allergener eller egenskaper som tilsier at de er allergener. Det er imidlertid ikke vurdert om
de uttrykte toksinene CrylA.105, CrylF, Cry2Ab2, Cry3Bbl, Cry34Abl og Cry35Abl kan ha
adjuvanseffekter. d.v.s. fremming av immunreaksjon mot andre stoffer.

Et flertall av medlemmene i Faggruppe for genmodifiserte organismer finner det ikke sannsynliggjort
at CryAl105, CrylF, Cry2Ab2, Cry3Bbl, Cry34Abl og Cry35Abl har egenskaper som farer til
hemming av den toleransen som fordayelsessystemets slimhinner har mot proteiner (adjuvanseffekt).
Pa bakgrunn av at CryA105-, CrylF-, Cry2Ab2-, Cry3Bbl-, Cry34Abl- og Cry35Abl-proteinene
brytes ned i magesaft og at maten for gvrig inneholder en lang rekke stoffer som virker som
adjuvanter, vurderes adjuvansproblemstillingen i forbindelse med MON 89034 x 1507 x MON 88017 x
59122 til & veere neglisjerbar.

Et mindretall av faggruppen (T. Bghn, H. Klungland, C. Linnestad, A.l. Myhr, A.H. Nerland, K.M.
Nielsen) finner det vanskelig & vurdere om naringsmidler og forvarer fra maishybriden MON 89034 x
1507 x MON 88017 x 59122, som uttrykker totalt 6 ulike cry-varianter, er mer allergifremkallende enn
naringsmidler og forvarer fra umodifiserte maiskorn. Pa bakgrunn av foreliggende eksperimentelle
studier i mus, som viser at Cry-proteiner kan hemme den toleransen som fordgyelsessystemets
slimhinner har mot proteiner, finner imidlertid medlemmene at muligheten for gkt allergifremkallende
aktivitet hos MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 ikke med rimelig sikkerhet kan utelukkes. Det
bemerkes at hybridplanten inneholder 6 ulike cry-genvarianter, hvorav noen er nye rekombinasjoner
av naturlig forekommende varianter. Mulige negative interaksjoner med humane celler ved samlet
eksponering er lite undersgkt.

En samlet faggruppe finner at mat- og forprodukter MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 som
ikke inneholder Cry-proteiner, eksempelvis oljebaserte produkter, ikke medfgrer endret risiko for
helse i forhold til annen mais.

Faggruppen har ikke vurdert problematikken knyttet til eventuelle rester av glufosinat, glyfosat,
AMPA (metabolitt fra metabolismen av glyfosat) eller andre nedbrytingsprodukter i mat- og
forprodukter av MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122. Slike vurderinger utferes av VKMs
Faggruppe for plantevernmidler. Faggruppe for GMO legger imidlertid til grunn at produkter, der
verdiene ligger under grenseverdiene for akseptabelt daglig inntak, ikke innebaerer endret helserisiko 1
forhold til annen mais.

Miljerisiko

Med unntak for herbicidtoleranse og insektsresistens viser feltforsek ingen signifikante forskjeller
mellom den transgene maishybriden MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 og kontrollinjer med
hensyn pa agronomiske og morfologiske karakterer.

Seknaden gjelder godkjenning av maishybriden MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 for
import, prosessering og til bruk i neringsmidler og forvarer. Faggruppen har derfor ikke vurdert
mulige miljoeffekter knyttet til dyrking av maishybriden. Det er ingen indikasjoner pa okt
sannsynlighet for spredning, etablering og invasjon av maishybriden i naturlige habitater eller andre
arealer utenfor jordbruksomrader som resultat av fraspill i forbindelse med transport og prosessering.
Norge er i utkanten av dyrkingsomridet for mais, dyrkingsomfanget er svaert begrenset og det er ingen
stedegne eller introduserte viltvoksende arter som mais kan hybridisere med.
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NOKKELORD

Mais, Zea mays (L.), genmodifisert maishybrid MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122,
herbicidtoleranse, insektresistens, glyfosat, glufosinat, CrylA.105, CrylF, Cry2Ab, Cry3Bbl,
Cry34Abl, Cry35Abl, CP4-EPSPS, PAT, helsemessig trygghet, helse, miljerisiko, forordning
1829/2003/EF
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FORKORTELSER OG ORDFORKLARINGER

1507

59122

ADF

ALS
AMPA
ARMG

Maislinje fra Pioneer Hi-Bred International og Mycogen Seeds c/o Dow
AgroSciences. Maisen produserer Bt CrylF og PAT proteiner.

Maislinje fra Pioneer Hi-Bred International og Mycogen Seeds c/o Dow
AgroSciences. Maisen produserer Bt Cry34/35Ab1- og PAT-proteiner.

Acid detergent fiber, fiberfraksjon av ufordeyelig plantemateriale i for, vanligvis
cellulosefiber dekket med lignin og silikat. Plantematerialet fordeyes med en syre-
detergentlosning (ADF). Ufordeyd masse betegnes som ADF. For med lavt ADF-
innhold er mer fordeyelig og har sterre energiinnhold.

Acetolactatsyntase-enzym

Aminomethylphosphonic acid, nedbrytningsprodukt fra glyfosat.
Antibiotikaresistensmarkergen

Backcross (BC) Tilbakekryssing. Kryssing mellom en hybridlinje (avkom fra to genetisk ulike

BLASTn
BLASTP

BLASTx

bp

Bt

Codex

CP4 EPSPS
Cry
CrylA.105

CrylF
Cry2Ab2
Cry3Bbl
Cry34/35Abl
Cry34Abl
Cry35Abl
DN

DNA

EFSA
ELISA
EPSPS

FAO

FIFRA

Fitness
GAT

GLP
Glufosinat
Glyfosat
GMO
GMP

foreldre) og en av foreldrelinjene, alternativt en genetisk ekvivalent organisme.
Strategi i planteforedling for & overfore primert kvalitative karakterer, for eksempel
sjukdomsresistens, til elitelinjer av badde kryssbefruktede og selvpollinerte arter.
Gjentatte tilbakekryssinger reduserer det genetiske bidraget, som uegnskede alleler fra
den andre donorplanten.

BC,, BC,etc: betegnelse pa 1. og 2. tilbakekryssingsgenerasjon, etc.

Algoritme som benyttes for homologisammenligning av nukleotidsekvenser.
Algoritme som benyttes for homologisammenligning av aminosyresekvenser i
proteiner.

Algoritme som benyttes for oversetting fra kodende nukleotidsekvenser til
aminosyresekvenser.

Basepar

Bacillus thuringiensis

FAO/WHO-organ som etablerer globale handelsstandarder for mat.

CP4 5-Enolpyruvylsikimat-3-fosfatsyntase

Krystall protein fra Bacillus thuringiensis

Et kimaert protein som bestér av domener fra Cry1Ab-, Cry1F- og CrylAc- proteiner
fra Bacillus thuringiensis

Et Cryl-klasse krystallprotein fra Bacillus thuringiensis subsp. aizawai

Et Cry2-klasse krystallprotein fra Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki

Et Cry3-klasse krystallprotein fra Bacillus thuringiensis subsp. kumamotoensis
Binert krystallprotein som bestar av Cry34Abl og Cry35Abl.

Et Cry34-klasse krystallprotein fra Bacillus thuringiensis stamme 149B1.

Et Cry35-klasse krystallprotein fra Bacillus thuringiensis stamme 149B1.
Direktoratet for naturforvaltning

Deoxyribonukleinsyre (DNA)

European Food Safety Authority

Enzyme-linked immunosorbent assay

5-enolpyruvylsikimat-3-fosfatsyntase

Food and Agriculture Organization, FNs organisasjon for ernaring og landbruk.

US EPA Federal Insecticide, Fungicide and Rodenticide Act. USAs federale lov om
insektdrepende midler, soppdrepende midler og midler mot skadedyr.

Et individs relative evne til & fore sine gener/alleler videre til kommende generasjoner.
Glyfosatacetyltransferase-enzym

Good Laboratory Practices, retningslinjer for godt laboratoriearbeid.

Bredspektret herbicid

Bredspektret herbicid

Genmodifisert organisme

Genmodifisert plante
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Herbicid
Locus
MALDITOF
MON 88017
MON 89034
MT

NDF
Northern blot

Nucosulfuron

Ugrasmiddel

Spesifikk posisjon pa kromosomet der et gen er lokalisert.
Massespektrometrimetode for & male molekylvekt til peptider.

Maislinje fra Monsanto. Linjen produser Bt Cry3Bb1- og CP4 EPSPS- proteiner.
Maislinje fra Monsanto. Linjen produser Bt Cryl1A.105- og Cry2Ab2-proteiner.
Mattilsynet

Neutral detergent fiber, dvs. fiberfraksjon som inneholder hemicellulose og ADF.
Teknikk for overfering av RNA til en membran for videre studier av overforte RNA-
sekvenser.

Smalspektret herbicid, hemmer ALS enzymer.

Ner-isogen linje Linjer eller sorter som er genetisk identiske, med unntak av ett locus eller

OECD
ORF
OSWP
PAT
PCR

PHP&8999
PHP17662
PV-ZMIR39
PV-ZMIR245
Rimsulfuron
RNA
SDS-PAGE

Southern blot

T-DNA

USDA
U.S. EPA

kromosomsegment.

Organisation for Economic Co-operation and Development

Open Reading Frame (dpen leseramme)

Overseason whole plant

Fosfinotricin-N-acetyltransferase

Polymerase chain reaction. Polymerase kjedereaksjon. Metode for & syntetisere
mange kopier av en DNA-sekvens vha primere.

Plasmidvektor som er benyttet til & genmodifisere 1507

Plasmidvektor som er benyttet til & genmodifisere 59122

Plasmidvektor som er benyttet til & genmodifisere MON 88017

Plasmidvektor som er benyttet til & genmodifisere MON 89034

Smalspektret herbicid, hemmer ALS enzymer.

Ribonukleinsyre

Natriumdodecylsulfat (SDS)-polyakrylamidelektroforese. Elektroforesemetode for
separasjon av proteiner.

Teknikk for overfering av DNA til en membran for videre studier av overforte DNA-
sekvenser.

DNA fra Ti-plasmidet som er i jordbakterien Agrobacterium tumefasciens. Ti-
plasmidet (Transfer-DNA) overferes fra bakterien, og settes inn i plantecelleenes
kjernegenom. T-DNAet som overferes avgrenses av V (venstre) og H (heyre)
flankesekvenser, og begrenser derfor den delen av Ti-plasmidet som overferes og gjor
at resten av vektoren ikke blir satt inn i plantekromosomene.

United States Department of Agriculture

United States Environmental Protection Agency, USAs miljevernmyndigheter

Utviklingsstadier hos mais:

Western-blot
WHO
ZM-HRA

Vegetative stadier

VE: oppspiring

V1: 1. blad

V2: 2. blad

V(n): n’te blad

VT: synlige hannblomsterstand (tassel)

Reproduktive stadier

R1: synlige hunnblomster

R2: ’blister’

R3: melkemodning

R4: deigmodning

R5: dent

R6: fysiologisk moden

Metode for overforing av proteiner til en membran som binder protein.

World Health Organisation. Verdens helseorganisasjon, organ under FN

ZM stér for Zea mays, og HRA er et acetolaktatenzym fra mais. Enzymet er blitt
endret ved at to aminosyrer er byttet ut. Enzymet er tolerant for herbicider som
hemmer ALS-enzymer.
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BAKGRUNN

Faggruppe for genmodifiserte organismer i Vitenskapskomiteen for mattrygghet er bedt av Mattilsynet
og Direktoratet for naturforvalting om & foreta en utredning av helse- og miljerisiko ved en eventuell
godkjenning av den genmodifiserte maishybriden MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 fra
Monsanto og Dow AgroSciences (EFSA/GMO/CZ/2008/62). Maishybriden er sgkt omsatt i EU/EQS-
omradet under Forordning (EF) No. 1829/2003 om genmodifiserte neeringsmidler og foérvarer
(artiklene 3(1) og 15(1)). Seknaden omfatter bruksomradene import, prosessering, naringsmidler og
forvarer, men inkluderer ikke dyrking.

Seknaden ble fremmet og anbefalt av tsjekkiske myndigheter i oktober 2008. Dokumentasjonen
knyttet til seknaden ble lagt ut pA EFSAnet 3. mars 2009, med frist pa 90-dager for innspill fra EU- og
EOS/EFTA-landene. Norge har ikke tidligere uttalt seg om MON 89034 x 1507 x MON 88017 x
59122.

I EU er MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 segkt godkjent for forseksutsetting i Romania,
Slovakia og Spania i perioden 2009-2012. (http://gmoinfo.jrc.ec.europa.eu/gmp_browse.aspx).
Foreldrelinjene MON 88017 og MON 89034 ble sekt godkjent for bruk som mat og for, og til import
og prosessering i henholdsvis 2005 og 2007. I tillegg ble det sekt godkjenning av MON 88017 for
dyrking i 2008. Disse segknadene er fortsatt under behandling i EU. Foreldrelinjene 1507 og 59122 ble
godkjent for bruksomrédene import, prosessering, mat og for under EU-forordning 1829/2003/EF i
2006 og 2007. Maislinjene er ogsé sgkt godkjent for dyrking under henholdsvis direktiv 2001/18/EF 1
2001 og forordning 1829/2003/EF i 2005. I tillegg foreligger det seknader om godkjenning av
hybrider der en eller flere av foreldrelinjene inngar.

Utenfor EU/E@S-omradet har det veert feltforsek med MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 i
USA i vekstsesongene 2006, 2007 og 2008, og Chile i 2006/2007. Det er ogsa sekt om tillatelse til
forseksutsettinger av maishybriden i USA i 2009 og 2010. MON 89034 x 1507 x MON 88017 x
59122 er sekt godkjent for markedsfering i USA og Kina, men etter det faggruppen kjenner til er
hybriden forelopig ikke godkjent for kommersiell dyrking eller omsetning som mat og/eller for i noen
land (Agbios 2009; EFSA/GMO/CZ/2008/62).

OPPDRAG FRA DIREKTORATET FOR NATURFORVALTING OG
MATTILSYNET

Mattilsynet og Direktoratet for naturforvalting har i 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 neringsmidler 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/CZ/2008/62, genmodifisert maishybrid MON 89034 x 1507 x MON 88017 x
59122, ble lagt ut pA EFSAnet 3. mars 2009. Faggruppe for genmodifiserte organismer skal i trdd med
oppdragsbrev utarbeide helse- og miljerisikovurdering av maishybriden til import og industriell
prosessering, samt til bruk som naringsmiddel og forvare. Seknaden omfatter ikke dyrking.
Vurderingen skal utferes i henhold til tiltenkt bruk og i 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).
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I henhold til oppdragsbrev fra DN skal VKM primert fokusere pé miljerisiko i EQS-omradet, og pa
miljerisiki som er spesifikke for Norge. Det skal ogsa gis en samlet konklusjon om miljerisiko, i trdd
med kravene i forskrift om konsekvensutredning etter genteknologiloven, vedlegg 2 C.

Produktet som gnskes vurdert

Genmodifisert mais, EFSA/GMO/CZ/2008/62 (MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122).
Unik kode: MON-89034-3 x DAS-01507-1 x MON-88@17-3 x DAS-59122-7.

Status i EU: Seknad under forordning 1829/2003/EF. Frist for innspill til EFSAnet: 04.06.09.
Onsket svarfrist til Mattilsynet/DN: 01.06.09.
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RISIKOVURDERING

1. Innledning

Helse- og miljgvurderingen av den genmodifiserte mais MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122
er basert pd dokumentasjon som er gjort tilgjengelig pad EFSAs nettside EFSA GMO Extranet. I tillegg
er det benyttet uavhengige vitenskapelige publikasjoner med referee i vurderingen. Vurderingen er
gjort i henhold til tiltenkt bruk og i overensstemmelse med milje- og helsekravene i genteknologiloven
med forskrifter, forst og fremst forskrift om konsekvensutredning etter genteknologiloven. Videre er
kravene i EUs forordning 1829/2003/EF og utsettingsdirektiv 2001/18/EF med annekser lagt til grunn
for vurderingen.

I trdd med VKMs mandat presiseres det at vurderinger av etikk, barekraft og samfunnsnytte i henhold
til kravene genteknologiloven og dens konsekvensutredningsforskrift ikke skal utfores av Faggruppe
for genmodifiserte organismer. Faggruppen har derfor ikke vurdert mulige helse- og miljeeffekter ved
dyrking og prosessering utenfor EU/E@S-omradet.

Faggruppen har vedtatt & benytte EFSAs retningslinjer som 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 2006). Ved vurdering av
vesentlig likhet har faggruppen lagt vekt p4& OECDs konsensusdokument for mais (OECD 2002), som
gir anbefalinger over hvilke parametere som ber undersokes.

Det er kun medlemmene i Faggruppe for genmodifiserte organismer som har vurdert den
genmodifiserte maisen.

1.1. Beskrivelse av egenskaper og virkningsmekanismer

Maishybriden MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 er fremkommet ved konvensjonelle
kryssinger mellom maislinjene MON 89034, 1507, MON 88017 og 59122. MON 89034 x 1507 x
MON 88017 x 59122 uttrykker proteinene CrylA.105, CrylF, Cry2Ab, Cry3Bbl, Cry34Abl,
Cry35Abl, CP4-EPSPS og PAT, som gir maisplantene resistens mot angrep fra skadegjorere i
ordenen Lepidoptera (sommerfugler) og billeslekten Diabrotica, samt toleranse mot herbicider med
virkestoff glyfosat og glufosinat-ammonium. Maishybriden inneholder ingen markergener for
antibiotikaresistens

2. Molekyler 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 F1-hybridfre. Dette gir ensartede og produktive sorter (heterosiseffekt). Den
transgene hybriden MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 er dannet ved konvensjonell kryssing
mellom maislinjene MON 89034, 1507, MON 88017 og 59122.
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2.2. Evaluering av foreldrelinjer

2.2.1. Maislinje MON 89034

Transformasjonssystem og vektorkonstruksjon

I henhold til sekers dokumentasjon er det benyttet Agrobacterium-mediert transformering til
produksjon av den transgene maislinjen MON 89034. Plasmidet PV-ZMIR245, som inneholder to
rekombinante DNA-fragmenter, ble benyttet til transformasjon av umodne celler fra en av Monsantos
umodifiserte, innavlede maislinjer. Begge de rekombinante DNA-fragmentene (T-DNA I og T-DNA
1) ble 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 nerver av paromomycin. Pafelgende innavl pa F1-generasjonen forte til at T-
DNA T (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.

Karakterisering av geninnsettingen/genkonstruksjonen

Ekspresjonskassetten som koder for CrylA.105-protein bestdr av promoteren P-e35S med et
forsterkerelement, ledesekvens for blomkalmosaikkvirus (CaMV) 35S RNA, 5' ikke-translatert
ledesekvens fra hveteklorofyll a/b/ bindingsprotein (L-Cab) og intron fra ris aktingen (I-Ractl) (tabell
1). Videre inneholder ekspresjonskassetten crylA.105-sekvenser, som er optimalisert for ekspresjon i
enfrebladet planter, og 3’ ikke-translatert sekvens fra hvete ’heat shock”-protein 17.3 (T-Hspl7). En
3’ ikke-translatert sekvens fra hvete avslutter transkripsjonen. Cry2Ab2 ekspresjonskassetten uttrykker
Cry2 Ab2-proteinet. Ekspresjonskassetten bestar av 35S promoter fra brunrot mosaikkvirus (P-FMV),
forste intron (I-Hsp70) fra maisgenet Hsp 70, cry2Ab2 gensekvens med et modifisert kodon CS-
Cry2Ab2. CS-Cry2Ab2 er limt til et kloroplastoverferings-peptid (TS-SSU-CTP). TS-SSU-CTP er
sammensatt av “small subunit” fra maisgenet ribulose 1,5-difosphat karboksylase og genets farste
intron, samt sekvensen T-nos fra nopalinsyntasegenet (n0s). Nos-genet stammer fra bakterien
Agrobacterium tumefaciens T-DNA. T-nos avslutter (terminerer) transkripsjonen, men uttrykkes ikke i
planten. DNA-fragmentet inneholder ikke antibiotikaresistensgener.

Southern blot og PCR er benyttet for & karakterisere det rekombinante DNA-fragmentet i planten.

Molekylarbiologisk karakterisering viser at det er satt inn bare en kopi av DNA-fragmentet i maisens
genom. Dette fragmentet inneholder folgende gener og DNA elementer (se figur 1 og tabell 1):

Tabell 1. Beskrivelse av de innsatte genene.

cry1lA.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
c¢) ractl intron intron fra risaktin- genet

d) CS-CrylA.105 syntetisk gen med sekvenser fra genene crylAb, crylAc og crylF, genene
stammer av Bacillus thuringiensis, se figur 2

e) T-Hspl7 3> DNA sekvens som avslutter transkripsjonen, kommer fra hvete heat
shock” protein 17.3, uttrykkes ikke i planten

cry2Ab2 ekspresjonskassett
a) P-FMV 35S promoter fra brunrot mosaikkvirus
b) I-Hsp 70 det forste intronet fra mais ’heat shock” protein-70 genet
¢) TS-SSU-CTP kloroplast overfaringspeptid fra mais ribulose 1,5-difosphat karboksylase
”’small subunit,” inkludert det forste intronet.
d) cry2Ab2 gen som koder et syntetisk Cry2 Ab2-protein, fra Bacillus thuringiensis
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e) T-nos 3> DNA sekvens som avslutter transkripsjonen, kommer fra nopaline
syntase (nos)-genet fra Agrobacterium tumefaciens. Uttrykkes ikke i
planten.
Genetic Element | S12° Function (Ref )
enetic Elemen (~kb) unction (Reference
B Left Border:! 0.94 ;f3t9b;? DINA region from the B-left Border region remaining
er integration.
Modified ¢35s promoter and 9 bp leader resulting from a
P-e35559 0.30 recombination between the P-¢355 and P-3355 promoters.
’ Differing from 3585 in that it does not contain the duplicated
enhancer element
5" untranszlated leader of the wheat chlorophyll a/b-binding
= Lo protein (Lamppa et al., 1985)
I-Ractl 0.48 Intron from the rice actin gene (McElroy et al., 1991)
S - Coding sequence for the Bacillus thuringiensis CrylA 105
Lom el 2l s e protein (Monsanto unpublished data)
3' nontranslated region of the coding sequence for wheat heat
T-Hspl7 0.21 shoek protein 173, which ends transeription and directs
polyadenylation (McElwain and Spiker, 1989)
P-FMV 0.56 Figwort Mozaic Virus 355 promoter (Rogers, 2000)
- The first intron from the maize heat shock protein 70 gene
I-HspT0 0-80 | Brown and Santino, 1995)
DNNA region containing the targeting sequence for the transit
TS-SSU-CTP 0.40 peptide region of maize ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase
small subunit and the first intron (Matsucka et al.. 1987)
Coding sequence for a Cry2Ab2 protein from Bacillus
CS-cry24b2 1.91 thuringiensis (Donovan, 1991; Widner and Whiteley, 1989).
This coding sequence uses a modified codon usage
3' termination sequence of the nopaline synthase (nos) coding
T-nos 0.25 sequence from Agrobacterium tumefaciens which terminates
transcription and directs polyadenylation (Bevan et al., 1983)
B Left Border: 0.93 230 bp DNA region from the B-Left Border region remaining

after integration

B — Border region

P — Promoter

L — Leader

I —Intron

CS — Coding sequence

T — Transcript termination sequence
TS — Targeting sequence
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L-Cab
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Figur 1. Rekombinant T-DNA I fragment i maisens genom.
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Den genmodifiserte maislinjen MON 89034 uttrykker insektsresistens. Bakgrunnen for
insektsresistensen er at planten uttrykker bakterieproteinet Cry2Ab2, samt en variant av CrylA-
proteinet (CrylA.105). CrylA.105- og Cry2 Ab2- 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 bestdr av domene 1 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 II, se figur 2. CrylA.105-proteinets aminosyresekvens-
identitet til CrylAc-, CrylAb-, og CrylF- proteinene er henholdsvis 93,6 %, 90,0 %, og 76,7 %.
Basesekvensene i cry2Ab2-genet og det syntetiske crylA.105-genet stammer fra jordbakterien Bacillus
thuringiensis.

| Donsxin I Dioauin IT Domsinm | tormsinal doeesin
Crylac

) R 4444 4
| | | o

1F 1Ac
——— oo

Figur 2. Skjematisk tegning over domenene i Cry1A.105 og deres likhet til tilsvarende
domener i Cryl1Ab, CrylAc og CrylF.

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 maisplanten er undersekt 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 undersekt for bioaktivitet. Bioaktivitet-assayene
viser at renset planteprodusert CrylA.105 og E. coli-produsert CrylA.105-protein har en
veksthemmende aktivitet (EC50) pa mélorganismen pa henholdsvis 0,0074 = 0,0017 pug Cry1A.105/ml
diett (variasjonsbredde (vb) = 0,0055 - 0,0089) og 0,0120 £ 0,0062 pg CrylA.105/ml diett (vb =
0,0053 - 0,0170). For Cry2Ab2 er tilsvarende EC50-verdier henholdsvis 0,16 + 0,01 pg Cry2Ab2/ml
diett (vb = 0,16 - 0,17) og 0,16 £+ 0,04 ug Cry2Ab2/ml diett (vb = 0,13 - 0,20). 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 pd 9317 bp i MON 89034 viser at
flankesekvensene til fragmentet er genomisk DNA fra mais. Flankerende sekvenser til det
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 1 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 1II elementer, som npll-genet og unike T-DNA II DNA sekvenser, ble ikke pavist i MON
89034 ved bruk av Southern-blot metode.
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A) | BLetBorder | P33 | Cspal | Tnos | B-RishtBorder |

X T cassette
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Figur 3. Beskrivelse av rekombinasjonsprosessen som viser modifiseringen i 5’-enden av
innskuddet.

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

Konsentrasjonen av CrylA.105- og Cry2Ab2-protein er mélt i prover fra MON 89034 dyrket i felt i
representative omrader for maisdyrking i Argentina og USA. I henhold til dokumentasjonen fra seker
er det gjennomfert henholdsvis 5 feltforsek i Argentina i 2004 og 5 feltforsek i USA vekstsesongen
2005. Ekspresjonen av CrylA.105- og Cry2Ab2-proteinene ble maélt ved hjelp av enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) i ulike plantevev og ved forskjellige vekststadier. Det ble tatt prover av
blad, rot, hel plante, pollen, hunnblomster, forfraksjon, fre og stilk/blad (rester etter hgsting).

Analyse av samtlige forsek viste at konsentrasjonen av CrylA.105 varierte mellom 27-850 ng/g
torrvekt (t.v.) i blad, 6,2-36 ng/g t.v. i rot, 23-570 pg/g t.v. i hel plante, 6,1-16 ng/g t.v. i pollen, 1,9-7
ug/g tv. i fre, 19-56 pg/g t.v. i for og 11-85 pg/g t.v. i restfraksjon. Resultatene fra USA viste
gjennomsnittlige konsentrasjoner av Cryl A.105 pd henholdsvis 5,9 pg/g t.v. i fre, 520 pg/g t.v. i unge
blad, 42 png/g t.v.ifor, 12 pg/g t.v. i pollen, 12 pg/gt.v. i rot og 50 ng/g t.v. i restfraksjon. Tilsvarende
viste de nordamerikanske forsgkene gjennomsnittlige nivaer av Cry2 AB2-protein pa 1,3 pg/g t.v. i fre,
180 pg/g t.v. i unge blad, 38 pg/g t.v. i for, 0,64 pg/g t.v. i pollen, 21 pg/g t.v. i rot og 62 pg/g t.v. i
restdelen.

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 medferer potensielle toksiske eller allergene konsekvenser.

Nedarving og stabilitet av innsatt DNA

I henhold til sekers dokumentasjon er genetisk stabilitet undersekt ved analyse av genomisk DNA fra
7 ulike generasjoner med konvensjonelle kryssinger. Resultatene av Southern blot-analysene viser at
det rekombinante DNA-innskuddet er stabilt integrert i genomet og nedarves stabilt over generasjoner.

Fenotypisk stabilitet er vist ved spaltingsdata fra 7 kryssingsgenerasjoner og 3 generasjoner med
selvbestoving.  Segregasjonsanalysene  (chi-kvadrat-test) viser forventet spaltingstall for
insektsresistens, og det konkluderes med at det rekombinante DNA-fragmentet falger mensteret for
mendelsk nedarving av et enkelt, dominant lokus.
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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 1507

Transformasjonssystem og vektorkonstruksjon

Plasmidet PHI8999, som inneholder det rekombinante DNA-fragment (PHI8999A), ble benyttet til &
transformere celler fra en umodifisert maislinje. DNA-fragmentet pa 6235 basepar ble klippet ut av
plasmidet med restriksjonsenzymet Pmel, og ved hjelp av partikkel akselerasjonsmetoden fort inn i
maisceller. DNA-fragmentet PHIS999A inneholder to ekspresjonskassetter som uttrykker henholdsvis
Cry1F- og PAT-proteiner.

Karakterisering av geninnsettingen/genkonstruksjonen
DNA fragmentet inneholder folgende gener og DNA- elementer (tabell 2, 3, figur 4):

Tabell 2. Beskrivelse av innsatte gener og regulatoriske elementer.

a) Pat-genet fra jordbakterien Streptomyces viridochromogenes. Pat genet uttrykker
enzymet fosfinotricin acetyltransferase (PAT, phosphinothricin acetyl
transferase) som har hay spesifisitet overfor fosfinotricin. Fosfinotricin er den
aktive komponenten i herbicider av glufosinat-typen. PAT inaktiverer
fosfinotricin ved N-acetylering og Dbeskytter derved planten i et
fosfinotricinmilje. Basesekvensene i1 genet er endret slik at genet kan
uttrykkes 1 planter. PAT proteinets aminosyresekvens i planten er lik
bakterieproteinets aminosyresekvens.

b) 35S Pro/Term Promoteren(Pro) og terminatoren(Term) 35S kommer fra agurk mosaikkvirus
(Cauliflower Mosaic Virus(CaMV)). Promoteren CaMV 35S Pro styrer
uttrykket av pat. Termineringen av uttrykket styres av terminatoren CaMV
35S Term.

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

d) ubiZzM1(2) Ekspressjonen av CrylF reguleres av promoteren ubiZM1(2) som kommer fra
mais.

e) masl(ORF25 TERM)Termineringen av ekspresjonen styres av terminatoren masl fra
Agrobacterium tumefaciens.
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Tabell 3. Storrelsesfordeling av gener og regulatoriske elementer.

] - Size .
Genetic Element (~kb) Function (Reference)
. 1.98 The ubiquitin promoter (plus 5’ untranslated region) from Zea
ubiZM1 PRO quitin p (plus glon) ‘
mays (Christensen et al., 1992) e
crvlF 1.89 A qvnthetlc version of truncated crvlF  from Bacillus
T T thuringiensis shsp. aizawai (plant optimized) o
ORF25 TERM 0.72 A terminator from Agrobacrermm tumefaciens pTi 10900 B
- 358 promoter from Cauliflower Mosaic Virus (Odell et al
35S PRO 0.55 P s (
o 1985) )
The :.Vnthetlc glufo:»mate -ammonium tolerance gene (plant
' 0.55 optimized), based on a phosphinothricin acetyltransferase
at .55 . .
p gene sequence from Streptomyces virtdochromogenes (Eckes et
al., 1989; Wohlleben et al., 1988) L
30@ terminator from Cauliflower Mosaic Virus (Pietrzak et
35S TERM 0.20 s ‘
al., 1986)
Hind Ill (6748)
Sac (6762)
ORF25 TERM
PAT
355 TERM
Hind 1l (2858) 3SPro] T — —
Hind I (2715 UBIZM PRO ac | (8870)
UBI1ZM INTRON pac | (8882)
PAT Fragmen Hind 11l (8918)
Sac | (9533)
PAT Fragment CRY1F R
CRY1F Fragment Hind lll (9539)
PAT Fragr
1 : ' : 10629
— (|
crylF Probe pat Probe

Figur 4. Restriksjonskart og beskrivelse av de forskjellige genelementene pa det
rekombinante DNA- fragmentet som er satt inn i genomet til maislinjen 1507.

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 kb 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. I 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. Pioneer benevner fragmentet med de
6 DNA-fragmentene, samt 6186 bp fragmentet for 1507-insertet.

Informasjon vedr. uttrykk av innsatte gener, apne leserammer (ORF)

Ekspresjonen av CrylF- og PAT-proteinene ble malt ved hjelp av enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) i ulike plantevev og pé ulike vekststadier fra fem feltforsek i USA vekstsesongen 2006.
Det ble tatt ut tre prover fra hvert felt. Cry1F ble pavist i blad, pollen, hunnblomster, stilk, fre og hel
plante. Uttrykket av proteinet varierte mellom ulike utviklingsstadier og organer/vev i planten. I pollen
ble den gjennomsnittlige konsentrasjonen malt til 20,0 pg/g terrvekt (maksimum 29,3 pg/g terrvekt),
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mens nivaet i fre og prever av hele planten varierte mellom hhv 1,2-3,1 og 1,0-6,6 pg/g terrvekt.
Nivéet av CrylF viste seg & vere uavhengig av dyrkingsbetingelser og herbicidbehandling. Med
unntak av blad og ekstrakter fra hel plante, var nivaet av PAT-protein under deteksjonsgrensen.

Western blot og pavisning med polyklonale antistoffer viser at bdde Cryl1F- og PAT-proteinene har
den forventede molekylvekt. Cry1F foreld som dublett, henholdsvis med 65 og 68 kD. Arsaken oppgis
a vaere at planteproteaser spalter av et N-terminalt fragment, siden trypsinbehandling av CrylF-
proteinet gir et protein pa 65 kD. Det er ingen indikasjoner pé fusjonsproteiner.

Det gjort en detaljert studie for & pavise apne leserammer. Det er pavist 5 &pne 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 ogsd pavist i umodifisert mais, men har ikke noen homologi til
beskrevne sekvenser i maisgenomet. De har ikke regulatoriske elementer som kan fore til
transkripsjon. ORF3 og ORF4 ligger henholdsvis pé 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 heller ikke at denne dpne leserammen er i stand til & fore til transkripsjon
selv om den ligger inne i ORF25PolyA.

Nedarving og stabilitet av genkonstruksjonen/innsatt DNA

Utgangslinjen Hi-II med eventen 1507 ble krysset med en av Pioneers elitelinjer, og tilbakekrysset
over 6 generasjoner. Genetisk stabilitet av den innsatte genkonstruksjonen er vist ved spaltingsdata og
Southern analyse. Feltforsek i Europa og USA over flere vekstsesonger har ogsé vist at de innsatte
genene er stabilt inkorporert i maisgenomet.

Konklusjon
Faggruppen har tidligere vurdert karakteriseringen av det rekombinante innskuddet, de fysiske,
kjemiske og funksjonelle karakteriseringene av 1507 til & vere tilstrekkelige (VKM 2004).

2.2.3. Maislinje MON 88017

Transformasjonssystem og vektorkonstruksjon

I folge dokumentasjonen fra seker er det benyttet Agrobacterium-mediert transformering av umodne
maisembryo fra den umodifiserte hybriden A x Hi-II. Plasmidet PV-ZMIR39 ble benyttet som
transformasjonsvektor. Et rekombinant DNA-fragment pa ca 7100 basepar (bp), inneholdende to
ekspresjonskassetter, ble satt inn 1 maisgenomet. Den ene kassetten inneholder risaktin-promoteren P-
Ractl, I-Ractl-intron, et optimalisert kloroplastoverforingspeptid (TS-CTP2), cp4 epsps-genet og T-
nos-terminatoren. Den andre kassetten inneholder en 35S-promoter (P-e35S), en ikke uttrykt
ledersekvens (L-Cab) fra hveteklorofyll a/b-bindende protein genet, et I-Ractl- intron, et endret
cry3Bbl-gen (CS-cry3Bbl) og et 3’-ende terminatoromrade (T-Hspl7-sekvens) fra hvete heat shock”
genet. DNA-fragmentet inneholder ikke antibiotikaresistensgen. Transformanter ble selektert ved at de
overlevde og vokste i narver av glyfosat.

Karakterisering av geninnsetningen og genkonstruksjonen

Det er benyttet Southern blot og PCR for & karakterisere det rekombinante DNA-fragmentet i planten.
Molekylarbiologisk karakterisering viser at det er satt inn bare en kopi av det rekombinante DNA-
fragmentet i maisens genom. Innhold av gener og regulatoriske elementer i det rekombinante DNA-
fragmentet er neermere beskrevet i tabell 4 og figur 5.
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Tabell 4. Beskrivelse av innsatte gener og regulatoriske elementer.

Cp4 epsps- ekspresjonskassett

a)
b)
c)

d)

e)

P-Ractl
I- Ractl
TS-CTP2

Cp4 epsps

T-nos

promoter fra risaktin-gen

intron fra risaktin-gen

DNA-sekvens som koder for kloroplastoverferingspeptid, fra Arabidopsis
thaliana

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

3> DNA sekvens som avslutter transkripsjonen, kommer fra nopalinsyntase
gen til Agrobacterium tumefaciens, uttrykkes ikke i planten

Cry3Bbh1-ekspresjonskassett

a)
b)

c)
d)

e)

P-e35S
L-Cab

I-Ractl
CS-cry3Bbl

T-Hspl7

promoter fra blomkalmosaikkvirus

5’ DNA ledersekvens fra hveteklorofyll a/b-bindende protein-gen, uttrykkes
ikke i planten

intron fra risaktin-gen

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

3’ DNA-sekvens som avslutter transkripsjonen, kommer fra hvete "heat
shock” genet, uttrykkes ikke i planten.

Direction of transcription
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Figure 8. Schematic representation of the insert present in MON 85017

Linear DNA derived from T-DNA of vector PV-ZMIR32 incorporated into MON 88017. Genetic clements are annotated. Positions of the
restriction sites for enzymes used in the Southern blot analyses are included for reference. Arrows indicate sites of the restriction dizest.
Sizes of predicted restriction fragments, calculated from the size of the linear map are identified. MON 88017 contains one copy of the insert
at a single integration locus

Figur 5. Rekombinant DNA-fragment i maisens genom. Hind, Pst, Xba og Xho er seter for de
respektive restriksjonsenzymene.
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Molekylarbiologiske analyser viser at det rekombinante DNA-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 undersgkt 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 pa 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. I Cry3Bbl-proteinet er 6 aminosyrer
endret sammenlignet med proteinet som uttrykkes i jordbakterien Bacillus thuringiensis subsp.
kumamotoensis

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

I dokumentasjon fra Monsanto presenteres resultater fra maélinger av proteinuttrykk i prever av
plantemateriale fra feltforsek i USA, Argentina, Tyskland og Spania. I de nordamerikanske forsekene
ble MON 88017 (generasjon LH59xL.H198BC3F;) og den umodifisert kontrollinjen H1200902 testet i
randomiserte blokkforsgk pa tre lokaliteter vekstsesongen 2002. Tilsvarende feltforsek ble lagt ut pa
sju lokaliteter i Tyskland og Spania i 2006. I begge forsekene ble det tatt prever av pollen,
hunnblomster (arr) og korn, samt blad, hel plante og rotvev pé ulike tidspunkt gjennom vekstsesongen
(vekststadiene V2-V17, R4-R6). I tillegg ble det i forsgkene i USA tatt prever av forfraksjonen ved
hesting som formais, og stilk/blad etter hesting av kolber.

Nivéaene av Cry3Bbl i forsekene fra USA varierte mellom 15 og 570 pg/g terrvekt, avhengig av
utviklingsstadium og vevstype. Konsentrasjonen av proteinet i blad, hel plante og rotvev ble redusert
utover 1 vekstsesongen. I gjennomsnitt over forsgkssteder varierte nivdet av Cry3Bbl-protein i blad
mellom 260 og 570 pg/g terrvekt (tabell 5 og 7), mens tilsvarende tall for hel plante og rotvev var
henholdsvis 220-500 pg/g t.v. og 100-370 pg/g t.v. Gjennomsnittlige konsentrasjoner av Cry3Bbl1 i
pollen, arr, for, korn og stilk ble malt til henholdsvis 25 pg/g t.v., 380 pg/g t.v., 95 pg/g t.v., 15 ng/g
t.v. og 88 ng/g t.v. (tabell 6).
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Tabell 5. Konsentrasjon av Cry3Bb1- og CP4 EPSPS-protein i blad, hel plante og retter fra MON
88017 pa ulike utviklingsstadier. Fra feltforsek i USA i 2002.

Cry3Bbl1-protein CP4 EPSPS-protein
Gjennomsnitt (SD) Gjennomsnitt (SD)
Variasjonsomrade Variasjonsomride
Vevstype Utviklingstrinn1 (ng/g t.v.) (ng/g t.v.)
Blad V2-V3 570 (170) 220 (30)
230-820 160-260
V5 430 (58) 190 (26)
310-510 130-250
V8 310 (45) 170 (37)
240-380 140-240
VI11-V17 260 (44) 150 (19)
190-340 120-170
Hel plante | V2-V3 500 (64)
410-590 -
380 (170)
V5 150-600 -
310 (48)
V8 230-380 -
220 (23)
V11-V17 190-250 -
Retter V2-V3 370 (80) 150 (34)
240-510 110-220
V5 250 (71) 110 (29)
190-420 74-160
V8 210 (78) 100 (30)
150-410 62-160
VI11-V17 180 (37) 97 (18)
110-230 72-130
Etter visning 100 (19)
77-140 -

! Utviklingstrinnene er beskrevet i oversikten over ordforklaringer/forkortelser
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Tabell 6. Konsentrasjon av Cry3Bb1- og CP4 EPSPS-protein i blad, hel plante og retter fra MON
88017 pa ulike utviklingsstadier. Fra feltforsek i EU 2006.

Cry3Bb1-protein CP4 EPSPS-protein
Gjennomsnitt (SD) Gjennomsnitt (SD)
Variasjonsomrade Variasjonsomrade
Vevstype | Utviklingstrinn (ng/g t.v.) (ug/g t.v.)
Blad V2-V4 300 (55) 190 (47)
220-400 120-300
V6-V8 290 (69) 130 (34)
190-420 94-220
V10-V12 200 (43) 120 (28)
140-270 75-180
Prev-VT 200 (47) 140 (33)
120-330 81-200
Hel plante V2-V4 250 (29) 160 (47)
210-290 82-230
V6-V8 210 (62) 130 (36)
140-330 68-200
V10-V12 NA NA
Retter V2-V4 160 (53) 50 (15)
110-310 23-71
V6-V8 140 (52) 37 (15)
67-270 18-69
V10-V12 75 (13) 22 (4,2)
44-91 16-30
Pre-VT 75 (18) 23 (5,4)
54-110 14-33
22 (7,1) 14 (7,4)
Etter visning 12-38 6,0-30

! Utviklingstrinnene er beskrevet i oversikten over ordforklaringer/forkortelser.
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Tabell 7. Konsentrasjonen av Cry3Bbl1- og CP4 EPSPS-protein i prever av pollen, hunnblomster,
forfraksjon, korn og stilk/blad fra MON 88017. Fra feltforsek i USA i 2002.

Cry3Bbl1-protein CP4 EPSPS-protein
Gjennomsnitt (SD) Gjennomsnitt (SD)
Vevstype Variasjonsomride Variasjonsomride
(ng/g t.v.) (ng/g t.v.)
Pollen’ 25 (4,2) 390 (85)
17-32 210-470
Hunnblomster' 380 (65) -
300-500 -
For 95 (19) 57 (7,6)
75-130 42-69
Korn® 15 (3,6) 5,8 (0,97)
10-22 4,1-7,1
Stilk/blad mm etter hesting 88 (13) -
71-110 -

" Prover for analyse av pollen og hunnblomster tatt ved vekststadium R1
2 Prover for analyse av for og korn tatt ved vekststadium R6

Konsentrasjonen av CP4 EPSPS-protein varierte mellom 150-220 pg/g t.v. i blad og 70-150pug/g t.v. i
rotvev, avhengig av utviklingsstadium (tabell 5), mens nivéet i gvrige vev ble malt til henholdsvis 390
ug/g t.v. i pollen, 57 ug/g t.v. i for og 5,8 ug/g t.v. i korn (tabell 7). Nivaene av Cry3Bbl og CP4
EPSPS er i overensstemmelse med resultatene fra feltforsek i Argentina vekstsesongen 2003-2004.

Resultater fra de europeiske feltforsekene viser mindre variasjon og lavere konsentrasjoner av
Cry3Bbl- og CP4 EPSPS-protein sammenlignet med verdiene som ble malt i feltforseket i USA.
Nivéene av utrykk av Cry3Bbl varierte mellom 200 og 300 pg/g t.v. i blad, 22 -160 pg/g t.v. i retter
og 210 - 250 pg/g t.v. i hel plante (tabell 6). I de ovrige vevene som ble analyserte ble
gjennomsnittlige konsentrasjoner av proteinet mélt til henholdsvis 8,7 pg/g t.v. i korn, 13 pg/g t.v. i
pollen og 160 pg/g t.v. i hunnblomster/arr (tabell 8). Gjennomsnittlige konsentrasjoner av CP4
EPSPS-protein varierte mellom 120 og 190 pg/g t.v. i blad, 14-50 pg/g t.v. i retter og 130-160 pg/g
t.v. i prover av hel plante (tabell 6). I korn og pollen ble nivéet av proteinet malt til henholdsvis 3,9 og
280 pg/g t.v. Generelt ble niviene av Cry3Bbl- og CP4 EPSPS-protein noe redusert utover i
vekstsesongen.
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Tabell 8. Konsentrasjonen av Cry3Bbl- og CP4 EPSPS-protein i prever av pollen, hunnblomster,
forfraksjon, korn og stilk/blad fra MON 88017. Fra feltforsek i EU 2006.

Cry3Bbl1-protein CP4 EPSPS-protein
Gjennomsnitt (SD) Gjennomsnitt (SD)
Variasjonsomriade Variasjonsomrade
Vevstype (ng/g t.v.) (ng/g t.v.)
Pollen' 13 (2,7) 280 (44)
10-19 160-330
Hunnblomster' 160 (28) -
110-220
Korn® 8,7 (2,3) 3,9 (0,94)
5,8-15 2,4-5,5

" Prover for analyse av pollen og hunnblomster tatt ved pollinering
2 Prover for analyse av korn tatt ved vekststadium R6.

Flankerende sekvenser til det rekombinante DNA-fragmentet i planten er sekvensert, 878 bp fra
oppstrems fra 5°-fankeende til DNA-fragmentet og ca. 1000 bp nedstrems fra 3’-flankeende til DNA-
fragmentet. Teoretiske analyser av mulige polypeptider fra hver leseramme v.h.a. allergen (AD4)-,
toksin (TOXINS)- 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 medferer potensielle toksiske, allergene eller har uheldige
helsemessige konsekvenser.

Nedarving og stabilitet av innsatt DNA

I henhold til dokumentasjonen fra Monsanto er genetisk stabilitet undersgkt ved analyse av genomisk
DNA fra 7 ulike generasjoner. Resultatene av Southern blot-analysene viser at det rekombinante
DNA-innskuddet er stabilt integrert i genomet og nedarves stabilt over generasjoner. Fenotypisk
stabilitet er vist ved spaltingsdata fra 7 kryssingsgenerasjoner og 3 generasjoner med selvbestgvning.
Segregasjonsanalysene (chi-kvadrat-test) viser, med unntak av generasjonene LH198BC,F; og
LH198BC,FxLH59, forventet spaltingstall for insektresistens og glyfosattoleranse. Seker forklarer
den signifikante forskjellen (p<0,01) mellom forventet og observert verdi for generasjonen
LH198BCoFxLH59, med gametseleksjon. Det ble benyttet for hoye konsentrasjoner av glyfosat i
foregdende generasjon som var heterozygot mht det innsatte genet. Dette medferte at kun planter med
cp4 epsps-genet overlevde og krysset, med det resultat at det ikke ble utspalting i denne generasjonen.
Seker konkluderer med at analysene viser at det rekombinante DNA-fragmentet folger mensteret for
mendelsk nedarving av et enkelt, dominant locus.

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, 2008b).

2.2.4. Maislinje 59122

Transformasjonssystem og vektorkonstruksjon

Den genmodifiserte maislinjen 59122 uttrykker herbicid- og insekttoleranse ved at et lineeert DNA
fragment pa 7390 basepar fra den binere vektoren PHP17662, ble overfort til umodne maisceller med
Agrobacterium-mediert transformasjon. DNA-fragmentet inneholder ikke antibiotikaresistensgen.
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Karakterisering av geninnsettingen og genkonstruksjonen
Innhold av gener og regulatoriske elementer i det rekombinante DNA-fragmentet er narmere
beskrevet i tabell 9, 10 og figur 6.

Tabell 9. Beskrivelse av de innsatte gener og regulatoriske elementer.

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 potetproteinase inhibitor II 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 potetproteinase inhibitor II genet.

g) pat genet stammer fra jordbakterien Streptomyces viridochromogenes.

Pat genet uttrykker enzymet fosfinotricin acetyltransferase (PAT, phosphinothricin
acetyl transferase) som har hey 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 fosfinotricinmilje. Basesekvensene i genet
er endret slik at genet kan uttrykkes i planter. PAT proteinets aminsyresekvens i
planten er lik bakterieproteinets aminosyresekvens.
h) CaMV 35S:Promoteren CaMV 35S og terminatoren CaMV 35S kommer fra blomkalmosaikk-

virus. Promoteren styrer uttrykket av pat. Termineringen av uttrykket styres av 35S -
Term.

cry34Abl cry35Ab1 pat

Ubiquitin Intron
Wheat Peroxidase 35S

Ubiquitin Promoter Promoter Promoter
35S
Term 3’ Border

5' Border Tem Term
) ‘ ‘ (11922)
“: Igﬁm—— = 8 H

g 5 Walk | |

5’ Insert/Border s 3’ Insert/Border
Overlap ™= MOVHI@
0506/0476 i 0447/0577
: 221-1 221-3 :

221-2

Maize Genomic L
DNA i

Maize Genomic
DNA

Full-length T-DNA Insert 7‘

Figur 6. T-DNA-rekombinant fragmentet fra det binaere PHP17662-plasmidet med genomiske
flankesekvenser.
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Figuren viser et genomisk DNA fragment pad 11922 bp hvor rekombinant T-DNA fragment sitter.
PCR-fragmentene 221-1, 221-2 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.

Tabell 10. Sterrelsesfordeling og beskrivelse av gener og regulatoriske elementer i 59122.

Genetic element f_ E:L} Function (Reference)

Right T-DINA border region from Ti plazmid of Asrobacterium
Right Border 0.18 tumefaciens. T-DINA right border 25 bp repeat region located
from bp 1 to bp 25.

Ubigquitin promoter from Zea mavs including 5 UTR (bp 1149

Ubiauitin 199 | tobp 1231) and intron (bp 1232 to bp 2241) (Christensen e al..
promoter 1999,
Maize-optimised cryJ4Abl gene encoding the 14 kEDa delta-
. - endotoxin parasporal crystal protein from Bocillus
sl L=h thuringiensis strain PS149B1 (Ells et al., 2002). Coding region
from start codon through stop codon.
. Terminator seguence from Solanum fuberosum proteinase
Pin Il Term 031 | inhibitor I gene (An ef al., 1989).
Pe?:::?;:i.se 130 Triticum aestivum peroxidase promoter (wheat peroxidase);
i (Hertig et al., 1991).
promoter

Maize-optimized cry35Abl gene encoding the 44 kEDa delta-

e - endotoxin parasporal crystal protein from Bacillus
Sl ] thuringiensis strain PS149B1 (Ells et al., 2002). Coding region
from start codon through stop codon.
Terminator seguence from Solanum fuberosum proteinase
imhibitor IT gene (An ef al , 1989).
325 promoter from Cauliflower Mosaic Virus, Strashourg
strain (Hohn of al., 1982; Pietrzak of al_, 1986).

FPin II Term 0.32

335 Promoter 0.53

Plant-optimized phosphinothricin acetyltranzferaze coding
pat 0.55 sequence from Strepfomyces viridochromogenes. Coding region
from start codon through stop codon (Wohlleben et al., 1988).

355 Term 019 355 terminator from Cauliflower Mozaic Virus (Hohn ot al.,
1882).

Left T-DNA border region from Ti plasmid of Agrobacferium

Left Border 0.08 tumefaciens. T-DINA Left Border 25 bp repeat region located

from bp 7366 to bp T300.

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 cry35Abl) og de respektive regulatoriske sekvensene. Det er
ogsé funnet to base-endringer i fragmentets ikke-kodende omrade. Ingen av disse endringene péavirker
fragmentets dpne leseramme. Det er sekvensert 2593 bp og 1986 bp henholdsvis fra 5’- og 3’-
flankesekvenser. Det er funnet smé omrader med sekvenslikheter med f.eks. kromosomale sekvenser
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og forskjellige ESTer. Det storste omradet er pa 179 bp. Ingen av flankeomréddene har likheter med
kodende sekvenser for kjente proteiner.

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

Uttrykk av proteinene Cry34Abl, Cry35Abl og PAT ble analysert vha ELISA. Det ble tatt praver av
plantemateriale fra 11 ulike forseksfelt i Chile, USA og Canada i 2002/2003, og tre og seks forsek i
Europa i 2003 og 2004. Prevene ble tatt pa fire ulike utviklingsstadier. Cry34Abl- og Cry35Abl-
proteinene ble pavist i blad, pollen, korn, rot, stilk og hel plante, mens PAT proteinet bare ble pavist i
blad, rot, stilk og hel plante. Nivaet av PAT-protein i korn og pollen var under deteksjonsgrensen.

Uttrykket av Cry34Abl- og Cry35Abl-proteiner varierte mellom ulike organer/vev i planten, og
mellom forseksfelt. I pollen var konsentrasjonen av Cry35Abl lav eller under deteksjonsgrensen,
mens nivaet av Cry34Abl varierte mellom 50 og 74 pg/g terrvekt. I prover fra feltforsek i Europa ble
uttrykket av Cry34Abl og Cry35Abl i korn maélt til henholdsvis 61,8 £16,5 og 2,34 + 0,475 pg/g
tarrvekt. Prover fra feltforsek i Chile og USA/Canada viste konsentrasjoner pa henholdsvis 36,4 + 8,9
og 2,0 = 0,7 pg/g terrvekt. Variasjonen mellom prover fra forseksruter med og uten
herbicidbehandling viste seg & vere mindre enn variasjonen mellom forseksfelt. Uttrykket av PAT-
protein var generelt lavt i alle organer/vev der proteinet kunne pévises. Resultater fra prover av hele
planter viste konsentrasjoner pa 0,0807 + 0,0800 pg/g terrvekt i de europeiske feltforsekene.

Western blot og pavisning med polyklonale antistoffer viser at bade Cry34Abl, Cry35Abl og PAT
proteinene har de forventede molekylvektene. Cry35Abl foreld som dublett i Western-blot, med
storrelse 44 kD og 40kD. Tilsvarende band ble pavist med bakterie-Cry35Ab1 protein. Arsaken oppgis
a vere at planteproteaser spalter av et C-terminalt fragment. Det er ingen indikasjoner pa
fusjonsproteiner. Det er gjort studier for & pavise kodende sekvenser hos maislinjen 59122. Det ble
ikke pavist dpne leserammer som kan fore til uttrykk av peptider som er sterre enn 100 aminosyrer.

Nedarving og stabilitet av innsatt DNA

Genetisk stabilitet av den innsatte genkonstruksjonen er vist ved spaltingsdata og Southern analyse fra
fire ulike generasjoner (T1S1, T1S2, BC1 og BC2S1). Utgangslinjen Hi-II med eventen 59122 (TO)
ble krysset med en innavlet, elitelinje PHO98B for & danne F1- generasjonen. Fl-plantene ble
selvbestavet for & produsere T1S- og T1S2- generasjonene. For & danne BC1-hybriden ble F1-plantene
krysset og tilbakekrysset med en innavlet linje 05F, og til slutt krysset med nok en innavlet linje 581.
BC2S1-generasjonen ble dannet ved at F1-planter ble krysset og tilbakekrysset to ganger med innavlet
linje 581, og videre selvbestovet. Analyser av avkom fra den spaltende BC2S1-generasjonen viste
forventet mendelsk nedarving av herbicidtoleranse og uttrykk av Cry34Abl. Analyser av uttrykk av
Cry34/35Abl og PAT fra feltforsek over 2 vekstsesonger i Europa og Nord- og Ser-Amerika indikerer
fenotypisk stabilitet.

Delkonklusjon
Faggruppen har tidligere vurdert karakteriseringen av det rekombinante innskuddet, de fysiske,
kjemiske og funksjonelle karakteriseringene av 59122 til & veere tilstrekkelige (VKM 2005a, 2008a).

2.2.5 Hybriden MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122

Molekyleer karakterisering

Hybriden MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 er dannet ved konvensjonell kryssing mellom
maislinjene MON 89034, 1507, MON 88017 og 59122 (figur 7). Molekylaerbiologiske analyser viser
at de rekombinante fragmentene i planten inneholder de samme gener og genelementer som er i
foreldrelinjene MON 89034, 1507, MON 88017 og 59122. Cry1A.105-, Cry1F-, Cry2Ab-, Cry3Bbl-,
Cry34Abl-, Cry35Abl-, CP4-EPSPS- og PAT-proteinene som uttrykkes i maiskorn og for er
undersgkt med Western-blot analyse. Flankerende sekvenser til de rekombinante DNA-fragmentene i
MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 er ikke sekvensert. Siden MON 89034 x 1507 x MON
88017 x 59122 er fremkommet ved konvensjonell kryssing mellom MON 89034, 1507, MON 88017

Vitenskapskomiteen for mattrygghet (VKM) 28



EFSA/GMO/CZ/2008/62 09/307-endelig
MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122

og 59122 hevder Monsanto/Dow at sekvensene i og rundt de respektive fragmentene er uendret. Det er
ikke foretatt analyser av apne leserammer for MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122.

Analyser av enzymatisk aktivitet av PAT- og CP4 EPSPS-proteinene, dokumentert i sgknader for
1507, MON 88017 og 59122, viser ingen forskjell mellom plante- og bakterieprodusert protein.
Fordeyelighetstest viste ogsd at PAT- og CP4 EPSPS-proteinet fordeyes raskt i simulert mage- og
tarmsaft. Fordeyelighetstest dokumentert i seknadene for MON 89034, 1507, MON 88017 og 59122
viser at Cry2Ab2-, CrylA.105-, Cry34/35Abl-, Cry3Bbl- og CrylF-proteinene fordeyes raskt i
simulert magesaft. Cry3Bb1-, Cry1A.105- og Cry2Ab2-proteinene bestér 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. Etter 24 timer er den proteaseresistente delen av proteinene spaltet i minst 3 deler.

MON 89034 MON 28017 1507 59122
Crossing with HCL301 Crossing with HCL301 Crossing with 5XHT51 Crossing with 5XH751
(Backcross x 6) (Backcross x T) (Backcross x 4) (Backcross x 4)
Selfing (3) Selfing (3) Selfing (4) Selfing (4)

ALON 89034 in genetic y M[’.Nbssiﬂ n . 1507 in genetic y 59122 in genetic
background HCL301 EENETIC backgroun background 5XH751 background 5XHT751

HCL301

Crossing Crossing Crossing Croscing
with 5XH751 with 5XHT51 with HCL301 with HCL301

N N

MON 89034 in MON 228017 in 1507 1n genetic 59122 m genetic
genetic background Selfine genetic background background Selfing background
HCL301 x 5XHT751 e[ 3 = HCL301 x 5XHT51 HCL301 = 5XH751 T ;"_1= HCL301 = 53XHT51

£3) %3)
A J A J
MON 89034 x MON 88017 in genetic 1507 x 59122 in genetic
background HCL301 background 5XH751
—_— =
T w’””f

MON 89034 x 1507 = MON 88017 x 59122 in genetic background
HCL301 x 5XH751 (XE6001)

Figur 7. Kryssingsskjema som viser produksjon av testlinje MON 89034 x 1507 x MON 88017 x
59122 og nar-isogen kontroll for feltforsekene i 2006 og 2007.

Informasjon vedr. uttrykk av introduserte gener

I henhold til dokumentasjonen fra segker er konsentrasjonen av proteinene CrylA.105, Cry2Ab2,
Cry3Bbl, CrylF, Cry34Abl, Cry35Abl, PAT og CP4 EPSPS malt i feltforsek i USA i 2006.
Forsgkene ble lagt ut pa 5 ulike lokaliteter i statene lowa, Illinois og Nebraska i form av fullstendig
randomiserte blokkdesign med 3 gjentak. En ikke-transgen maislinje, XE6001, samt foreldrelinjene
MON 89034, 1507, MON 88017 og 59122 ble benyttet som kontroll i forsgkene.

Ekspresjonen av proteinene ble malt ved hjelp av ELISA i ulike plantevev og pé ulike vekststadier.
Det ble tatt prover av blad, retter og hel plante pa tre utviklingsstadier, henholdsvis V2-V3, V8-V10
og R1 for blad, V2-V4, V5-V6 og Rl for rot, og V10-V12, R4-R5 og R6 for hel plante (se
ordforklaringer s 7). Prover av pollen og fro ble tatt under pollenspredning (R1), og ved fysiologisk
modning (R6). For nermere beskrivelse av vegetative og reproduktive utviklingsstadier hos mais, se
forkortelser og ordforklaringer.

Vitenskapskomiteen for mattrygghet (VKM) 29



EFSA/GMO/CZ/2008/62 09/307-endelig
MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122

Nivaene av Cry-proteiner, CP4 EPSPS og PAT i fre, blad, retter, hel plante og pollen er vist i
tabellene 11-14. I gjennomsnitt over alle forsekssteder var konsentrasjonen av CrylA.105-protein i
MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 henholdsvis 4,3 pg/g t.v. i fre, 19 pg/g t.v. i for (hel
plante (R4-R5)), 14 pg/g t.v. i pollen og 140 pg/g t.v. i blad (V2-V3) (tabell 11). I prover som ble tatt
gjennom hele vekstsesongen varierte nivaet av CrylA.105 mellom 47-210 pg/g t.v. i blad, 11-100
ng/g t.v. i retter og 3,8-86 pg/g t.v. i hel plante.

Tilsvarende ble gjennomsnittlige nivder av Cry2Ab2 mélt til 5,7 pg/g t.v. i fre, 29 pg/g t.v. i for, 0,81
ug/g t.v. i pollen og 220 ug/g t.v. i blad. Gjennom vekstsesongen varierte konsentrasjonen i blad
mellom 60-350 pg/g t.v., i retter 4,1-120 ug/g t.v. og 4,5-80 pg/g t.v. i hel plante. Nivaene av
Cry3Bbl-protein ble i gjennomsnitt mélt til 18 pg/g t.v. i fre, 48 pg/g t.v. i for, 15 pg/g t.v. i pollen og
310 pg/g t.v. i blad. Gjennom vekstsesongen varierte konsentrasjonen av Cry3Bbl-protein i blad
mellom 90-490 pg/g t.v., i retter 23-260 pg/g t.v. og 8,9-220 ug/g t.v. i hel plante.

Nivéene av CP4 EPSPS -protein ble i gjennomsnitt malt til 5,2 pug/g t.v. i fre, 42 ug/g t.v. i for, 310
ug/g t.v. i pollen og 190 pg/g t.v. i blad. Gjennom vekstsesongen varierte konsentrasjonen av CP4
EPSPS-protein 1 blad mellom 80-270 ug/g t.v., i retter 25-140 pg/g t.v. og 5,1-120 pg/g t.v. 1 hel
plante. Konsentrasjonen av proteinene Cry34Abl og Cry35Abl ble malt til henholdsvis 62,6 og 1,69
ug/g t.v. i fre, 157 og 33,6 ug/g t.v. i for, 92,2 og 0,09 ng/g t.v. i pollen og 92,3 og 69,4 ug/g t.v. i
blad. Gjennom vekstsesongen varierte konsentrasjonen av Cry34Abl- og Cry35Abl-protein i blad
mellom 92,3-171 og 69,4-121 ng/g t.v., i retter 24,6-105 og 18,9-49,5 ng/g t.v. og 98,4-157 og 18,9-
55,8 ng/g t.v. i hel plante. Nivéene av CrylF-protein ble i gjennomsnitt mélt til 3,34 ng/g t.v. i fre, 9
ug/g tv. i for, 22,1 ug/g t.v. i pollen og 22,5 pg/g t.v. i blad. Gjennom vekstsesongen varierte
konsentrasjonen av Cry1F-protein i blad mellom 15-22,5 pg/g t.v., i retter 5,97-11,8 pg/g t.v. og 4,91-
11,2 pg/g t.v. i hel plante. Tilsvarende ble gjennomsnittlige nivaer av PAT malt til 0,050 pg/g t.v. i
fra, 2,51 pg/g tv. i for og 25 pg/g t.v. i blad. Nivaet av PAT-protein i pollen var under
deteksjonsgrensen. Gjennom vekstsesongen varierte konsentrasjonen av PAT i blad mellom 21,5-26,3
ng/g t.v., iretter 1,10-3,84 pg/g t.v. og 0,22-7,43 pg/g t.v. i hel plante.

I folge seker var nivdene av malte proteinprodukter i vegetativt vev og fre, med unntak av PAT, i
overensstemmelse med variasjonsomradene for de respektive foreldrelinjene. Konsentrasjonen av
PAT-proteinet var imidlertid signifikant heyere i hybriden sammenlignet med nivéet i foreldrelinjene
1507 og 59122. Dette forklarer seker med tilstedeverelse av to kopier av pat-genet i MON 89034 x
1507 x MON 88017 x 59122, en fra 1507 og en fra 59122. Det bemerkes ogsa at nivaet av Cry1A.105-
protein i pollen og fre er henholdsvis om lag 100 og 50 % heyere i hybriden sammenlignet med
foreldrelinjen MON 89034.

Generelt vil flere genkonstruksjoner samlet i en plante, kunne forsterke effekten av opp- og ned-
regulering av plantens egne gener ved innsetting av fremmed DNA (se Filipecki & Malepszy (2006),
Albo et al. (2007)). Se EFSA kap. 3.4
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Tabell 11. Konsentrasjon av Cry1A.105- og Cry2Ab2-protein i MON 89034 x 1507x MON 88017 x

59122 og foreldrelinje MON 89034 i ulike vev og utviklingsstadier. Fra feltforsek i USA

12006.
Cry1A.105-protein Cry2Ab2-protein
Gjennomsnitt (SD) Gjennomsnitt (SD)
Vevstype | Utvik. Variasjonsomride Variasjonsomrade
trinn’ (ng/g t.v.) (ng/g t.v.)
MON 89034 MON 89034 x 1507 x MON 89034 | MON 89034 x 1507x
MON 88017 x 59122 MON 88017 x 59122
Blad V2-V4 130 (41) 140 (33) 210 (53) 220 (69)
85-200 100-210 140-290 140-350
V5-V6 63 (13) 79 (22) 140 (64) 140 (44)
44-89 47-120 76-330 60-200
R1 77 (28) 80 (24) 180 (28) 180 (26)
39-140 53-134 120-240 140-220
Rotter V2-V4 70 (25) 73 (12) 50 (15) 54 (14)
45-240 55-100 28-80 32-76
47(13) 47 (9,7) 69 (35) 58 (25)
V5-V6 31-81 32-64 22-120 26-120
20 (5,6) 21 (6,2) 16 (12) 18 (14)
R1 15-34 11-30 4,0-40 4,1-49
Hel plante | V10- 43 (14) 53 (17) 54 (30) 53 (20)
VI2 21-66 32-86 21-130 21-80
R4-R5 18 (7,5) 19 (5,2) 29 (12) 29 (11)
(for) 6,9-31 8,1-26 12-54 11-53
R6 8,8 (5,5) 11 (5,6) 15 (9,6) 16 (12)
3,9-22 3,8-21 3,6-38 4,5-41
Pollen 7,1(2,0) 14 (3,0) 0,76 (0,46) 0,81 (0,54)
5,1-12 7,8-21 0,31-2,2 0,18-2,3
Fre 2,8 (0,40) 4,3 (0,44) 5,6 (1,1) 5,7 (0,94)
1,7-3,5 3,4-4,9 2,7-7,1 4,1-7,5
" Utviklingstrinnene er beskrevet i oversikten over ordforklaringer/forkortelser
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Tabell 12. Konsentrasjon av Cry3Bbl- og CP4 EPSPS-protein i MON 89034 x 1507x MON 88017
x 59122 og foreldrelinje MON 88017 i ulike vev og utviklingsstadier. Fra feltforsek i

USA 12006.
Cry3Bbl1-protein CP4 EPSPS-protein
Gjennomsnitt (SD) Gjennomsnitt (SD)
Vevstype | Utvik. Variasjonsomride Variasjonsomrade
trinn' (ng/g t.v.) (ng/g t.v.)
MON 88017 MON 89034 x 1507 x MON 88017 | MON 89034 x 1507x
MON 88017 x 59122 MON 88017 x 59122
Blad V2-V4 330 (150) 310 (130) 170 (43) 190 (49)
140-580 150-490 82-240 110-270
V5-V6 110 (34) 130 (19) 120 (28) 140 (36)
53-190 90-160 65-170 80-200
R1 140 (25) 170 (69) 180 (32) 160 (21)
100-200 98-340 140-240 110-180
Retter V2-V4 140 (32) 160 (53) 92 (20) 99 (14)
81-190 95-260 58-120 71-110
120 (35) 110 (35) 77 (23) 72 (27)
V3-V6 71-170 63-160 42-120 42-140
50 (22) 65 (25) 34 (8,7) 35 (7,6)
R1 32-120 23-100 21-58 25-50
Hel plante | V10- 110 (38) 130 (40) 84 (26) 90 (15)
Vi2 70-190 73-220 47-130 74-120
R4-R5 40 (14) 48 (16) 37 (8,6) 42(7,7)
(for) 21-61 24-79 21-51 29-52
R6 24 (16) 25 (12) 12 (7,7) 15 (7,3)
6,9-58 8,9-49 3,1-26 5,1-27
Pollen 12 (6,9) 15 (4,5) 260 (40) 310 (86)
8,1-16 7,5-24 170-340 190-480
Fro 20 (6,9) 18 (4,6) 4,9 (1,2) 52 (1,1
12-38 10-26 3,3-74 3,5-7,1

" Utviklingstrinnene er beskrevet i oversikten over ordforklaringer/forkortelser
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Tabell 13. Konsentrasjon av Cry34Abl- og Cry35Abl-protein i MON 89034 x 1507x MON 88017

x 59122 og foreldrelinje 59122i ulike vev og utviklingsstadier. Fra feltforsek i USA i

2006.
Cry34Abl-protein Cry35Abl-protein
Gjennomsnitt (SD) Gjennomsnitt (SD)
Vevstype | Utvik. Variasjonsomride Variasjonsomrade
trinn' (ng/g t.v.) (ng/g t.v.)
59122 MON 89034 x 1507 x 59122 MON 89034 x 1507x
MON 88017 x 59122 MON 88017 x 59122
Blad V2-v4 | 923(16,7) 92,3 (19,5) 70,2 (13,1) 69,4 (17,7)
71,5-118 71,9-141 48,2-86,0 45,4-96,1
V5-V6 124 (23,8) 117 (21,3) 79,0 (16,9) 74,1 (14,0)
101-176 91,1-159 60,0-113 51,4-101
R1 184 (28,3) 171 (42,7) 137 (20,0) 121 31,7)
143-252 115-279 105-172 38,5-158
Rotter V2-V4 105 (18,6) 105 (21,0) 52,9 (15,0) 49,5 (11,1)
76,4-147 84,2-150 31,7-80,5 39,0-70,5
90,9 (17,3) 90,1 (8,82) 41,5 (13,2) 39,3 (8,81)
V5-V6 65,0-132 77,2-113 21,9-60,5 25,4-58,7
85,4 (12,0) 84,6 (10,9) 18,3 (5,40) 18,9 (3,98)
R1 65,2-112 73,6-111 1,00-24,0 13,8-26,1
Hel plante | V10- 106 (20,2) 98,4 (16,6) 58,3 (9,18) 55,8 (11,9)
Vi2 84,3-153 82,1-141 45,9-80,7 39,6-82,3
R4-R5 168 (32,4) 157 (22,3) 37,1 (6,78) 33,6 (4,67)
(for) 117-233 113-194 26,8-54.,4 27,7-42,3
R6 127 (38,7) 134 (44,9) 17,8 (8,61) 18,9 (6,84)
75,8-192 64,1-196 2,54-30,6 11,2-31,3
Pollen 84,4 (7,21) 92,2 (11,3) 0,03 (0,01) 0,03 (0,01)
68,0-97,8 77,5-117 ND?-0,057 ND-0,53
Fro 66,5 (14,1) 62,6 (11,4) 1,86 (0,37) 1,69 (0,28)
43,6-102 47,8-94,0 1,18-2,65 1,24-2,31

" Utviklingstrinnene er beskrevet i oversikten over ordforklaringer/forkortelser

ND = ikke pavist
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Tabell 14. Konsentrasjon av Cry1F- og PAT-protein i MON 89034 x 1507x MON 88017 x 59122
og foreldrelinjer 1507 og 59122 i ulike vev og utviklingsstadier. Fra feltforsgk i USA i

2006.
CrylF-protein PAT-protein
Gjennomsnitt (SD) Gjennomsnitt (SD)
Vevs- | Utvik. Variasjonsomrade Variasjonsomrade
type | trinn' (pg/g t.v.) (ng/g t.v.)
1507 MON 89034 x 1507 x 59122 1507 MON 89034 x
MON 88017 x 59122 1507x
MON 88017 x
59122
Blad V2-V4 22,8 (5,83) 22,5 (5,57) 16,9 (3,96) | 6,94(1,38) 25,0 (5,31)
15,5-34,3 15,4-31,1 11,4-22.9 4,7-9,94 18,1-34,9
V5-V6 15,1 (4,37) 15,0 (3,40) 14,6 3,34) | 7,42(2,31) 21,5 (3,61)
9,84-23,6 10,9-21,4 9,43-19,6 4,81-12,4 14,6-26,4
R1 17,9 (3,52) 20,0 (4,34) 19,5 (3,38) | 7,92(2,19) 26,3 (4,41)
12,7-24,6 14,6-29,5 13,2-24,3 5,15-12,3 17,0-32,4
Rotter | V2-V4 11,0 (1,51) 11,8 (2,37) 2,39 (0,71) | 0,69(0,19) 3,75 (1,24)
8,62-13,2 5,85-14,7 0,77-3,53 0,20-0,90 2,39-7,34
8,54 (1,97) 8,31 (2,92) 2,69 (0,92) | 0,80(0,28) 3,84 (1,26)
V5-V6 4,95-11,3 3,19-13,8 1,02-4,77 0,40-1,17 1,80-6,05
5,32 (1,06) 5,97 (1,26) 0,94 (0,40) | 0,26(0,08) 1,10 (0,43)
R1 3,63-6,97 4,46-8,71 0,28-1,62 0,16-0,44 0,36-1,85
Hel V10- 10,0 (1,97) 11,2 (2,27) 4,61 (1,04) | 1,86(0,53) 743 (2,47)
plante V12 6,85-13,0 7,53-15,8 2,90-6,72 1,01-2,76 4,33-11,9
R4-R5 7,69 (1,85) 9,00 (1,76) 1,58 (0,64) | 0,52(0,16) 2,51 (0,86)
(for) 4,65-10,6 6,29-12,2 0,70-2,97 0,26-0,81) 1,56-4,45
R6 4,10 (1,29) 4,91 (1,33) 0,16 (0,16) | 0,05(0,06) 0,22 (0,23)
2,71-6,79 2,77-8,02 ND?-0,49 ND-0,17 ND-0,80
Pollen 20,3 (2,99) 22,1 (4,51) ND (NA). | ND(NA) ND (NA)
14,5-23,1 14,3-32,2 ND-ND ND-ND ND-ND
Fro 3,15 (0,63) 3,34 (1,23) 0,049(0,018) | ND(NA) |  0,050(0,023)
2,43-4,58 2,12-7,43 0,026-0,091 ND-ND ND-0,10

! Utviklingstrinnene er beskrevet i oversikten over ordforklaringer/forkortelser
2ND = ikke pavist, NA = ikke analysert
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Nedarving og stabilitet av innsatt DNA

Molekylarbiologiske analyser av F-hybriden viser at det er molekyler ekvivalens og identisk kopitall
med de rekombinante DNA-innskuddene i de respektive foreldrelinjene. Seker konkluderer derfor
med at er det svert sannsynlig de rekombinante innskuddene i hybriden er stabilt integrert i genomet.
Videre viser Monsanto/Dow AgroSciences til at F,-generasjonen som hestes, kun skal benyttes til mat,
for og industriell prosessering, og ikke inngé i videre foredlingsarbeid. Seker vurderer det derfor ikke
nedvendig & undersgke stabilitet over generasjoner.

I folge EFSAs retningslinjer vedrerende risikovurdering av GMP med stablede egenskaper (EFSA
2007), anbefales det at sammenligningen av de innsatte genkonstruksjonene i foreldrelinjene og den
transgene hybriden foretas pa representative materialer for det som skal benyttes i den kommersielle
produksjonen, dvs. inngar i mat/forkjeden og/eller settes ut i miljoet.

Delkonklusjon

Hybriden MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 er dannet ved konvensjonelle kryssinger
mellom maislinjene MON 89034, 1507, MON 88017 og 59122. Southern-analyser indikerer at antall,
struktur og organisering av de innsatte genkonstruksjonene i maishybriden er ekvivalent med de som
finnes i de respektive foreldrelinjene. Seker har ikke undersekt stabilitet over generasjoner.

Nivéene av CrylA.105-, CrylF-, Cry2Ab2-, Cry3Bbl-, Cry34Abl-, Cry35Abl-, og CP4 EPSPS-
proteiner i vegetativt vev og fre er sammenlignbare med uttrykk av tilsvarende proteinprodukter i
foreldrelinjene. P& bakgrunn av tilstedvaerelse av to kopier av pat-genet i MON 89034 x 1507 x MON
88017 x 59122, er konsentrasjonen av PAT-proteinet imidlertid signifikant heyere i hybriden
sammenlignet med nivaet i foreldrelinjene 1507 og 59122. Det bemerkes imidlertid at nivaet av
CrylA.105-protein 1 pollen og fro fra hybriden er signifikant heyere sammenlignet med foreldrelinjen
MON 89034. Sgker har ikke forklart hvorfor nivaet av CrylA.105-protein i pollen (og fre) fra
hybriden er signifikant hgyere sammenlignet med foreldrelinjen MON 89034.

Faggruppen har vurdert de fysiske, kjemiske og funksjonelle karakteriseringene av proteinene og
finner at informasjonen er tilstrekkelig. Faggruppen konkluderer med at karakteriseringen av det
rekombinante innskuddet i MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 er tilfredsstillende.

3. Komparative analyser
3.1. Forseksdesign og valg av komparator

I folge dokumentasjonen fra Monsanto og Dow AgroSciences er den transgene maishybriden testet i
en serie feltforsek i USA i vekstsesongen 2006. Forsgkene var lokalisert pd 5 steder i sentrale
dyrkingsomrader for mais i USA (Iowa, Illinois og Nebraska). Den umodifiserte maislinjen XE6001
ble benyttet som kontrollsort i forsekene. I henhold til seker har XE6001 tilnzermet samme genetiske
bakgrunn som den transgene hybriden, men inneholder ikke de rekombinante DNA-fragementene og
uttrykker ikke Cry-, CP4 EPSPS- og PAT-proteiner. I tillegg inkluderte forsgkene 14 kommersielle
referansesorter, tilpasset dyrkingsforholdene pé de ulike testlokalitetene. Forseksfeltene ble lagt ut
som fullstendig randomiserte blokkdesign med 4 gjentak. Tre av blokkene pa hvert forsgksfelt ble
benyttet til komparative analyser, mens en av blokkene ble benyttet til preveuttak for analyser av
proteinekspresjon. Det gér ikke fram av sgkers dokumentasjon om forseksruter med testlinjen MON
89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 ble behandlet med herbicidene glyfosat og glufosinat. I henhold
til EFSAs retningslinjer for risikovurdering av GMP (EFSA 2006) skal feltforsek med
herbicidtolerante sorter inkludere bade ubehandlete blokker og blokker sproytet med tiltenkt
herbicid(er).
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Pé grunn av utilsiktet innblanding av pollen i 2 av de 3 kontrollfeltene pé et av forseksstedene, ble
disse ekskludert fra de statistiske analysene. Analysene av de umodifiserte referansesortene er
imidlertid basert pa data fra samtlige 5 forsgkssteder.

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 veere sammenlignbare for genetisk modifisert plante og umodifisert plante. 1
rapporten er det anbefalt at spredningen i enkeltverdier ber ligge innenfor + 20 %. Faggruppe for
genmodifiserte organismer benytter denne anbefalingen som grunnlag for vurdering av
forseksresultatene.

3.2. Analyser av ernzringsmessige komponenter

Hovedkomponenter i mais
Valg av analyseparametere er utfert i henhold til OECDs konsensusdokument for mais (OECD 2002).
Det er foretatt er rekke analyser av hovedkomponenter i bade for og maiskorn/fre.

Forfraksjonen er analysert for innhold av aske, vann, fett, protein, ADF (acid detergent fiber), NDF
(neutral detergent fiber), karbohydrater, kalsium og fosfor, mens folgende parametere er undersekt i
fra: protein, fett, aske, vann, karbohydrater, ADF, NDF, total fiber, aminosyrer, fettsyrer (C8-C24),
fosfor, jern, kalium, kalsium, kobber, magnesium, mangan, natrium, sink, vitaminene A, B1 (tiamin),
B2 (riboflavin), B3 (niacin), B6 (pyridoksim), totalmengde vitamin E og folinsyre (vitamin B9),
antingringsstoffene raffinose og fytinsyre, samt de sekundaere metabolittene furfural, cumarsyre og
ferulsyre. Analysene ble utferte under god laboratoriepraksis (GLP) (US EPA 40 CFR PART 160).

Analyser av forfraksjon

I henhold til seker viser kombinerte analyser over lokaliteter ingen signifikante forskjeller mellom den
transgene linjen og kontroll for de analyserte komponentene. Komponentene som ble analysert var
aske, vann, fett, protein, total fiber, ADF (acid detergent fibre), NDF (neutral detergent fibre) kalsium,
fosfor og karbohydrater. For samtlige analyserte komponenter ligger verdiene innenfor typiske verdier
som er rapportert i litteraturen, og toleranseintervallene for Monsanto/Dows referansesorter som
inngikk i studien.

Analyser av maiskorn

I henhold til seker viser kombinerte analyser over lokaliteter ingen signifikante forskjeller mellom den
transgene linjen og kontroll for de analyserte komponentene. Komponentene som ble analysert var
aske, fett, protein, vann og karbohydrater. Verdiene for disse komponentene ligger innenfor typiske
verdier som er rapportert i litteraturen, og toleranseintervallene for referansesortene som inngikk i
studien.

Fettsyresammensetning i mais

Fettsyresammensetningen i MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 er mélt i henhold til OECDs
konsensusdokument for mais. Sekers dokumentasjon inneholder analyser av totalt 8 ulike fettsyrer.
Med unntak av for oljesyre, viser de kombinerte analysene over lokaliteter ingen signifikante
forskjeller mellom den transgene linjen og kontroll. Analyser innen steder viser ogsa signifikante
forskjeller mellom test- og kontrollinje pad 3 av forseksstedene for denne fettsyren. For samtlige
fettsyrer som er maélt ligger nivaene innenfor typiske verdier som er rapportert i litteraturen, og
toleranseintervallene for referansesortene som inngikk i studien.

Aminosyrer i mais

Aminosyreinnholdet er malt i henholdt til OECDs konsensusdokument for mais. Bade essensielle og
ikke-essensielle aminosyrer ble analysert. I henhold til sgker viser statistiske analyser over lokaliteter
ingen signifikante forskjeller mellom den transgene linjen og kontroll for de analyserte aminosyrene.
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For de aminosyrene som er mélt ligger mengdene innenfor typiske verdier som er rapportert i
litteraturen, og toleranseintervallene for Monsanto/Dow referansesorter som inngikk i studien.

Vitaminer

Med unntak for vitamin C, er vitaminer malt i henhold til OECDs konsensusdokument for mais.
Dokumentasjonen fra Pioneer inkluderer analyser av felgende vitaminer/parametere: A, B1, B2, B6,
niacin, folinsyre og totalmengde vitamin E. Det er funnet signifikante forskjeller for vitamin Bl
mellom testlinje og kontroll. Seker konkluderer imidlertid med at forskjellen er biologisk irrelevant.
Dette fordi mengdene er innfor verdiene bade for kontroll og toleranseintervallene for Monsanto/Dows
referansesorter. For de gvrige vitaminene som er mélt ligger nivéene innenfor typiske verdier som er
rapportert i litteraturen og toleranseintervallene for Monsanto/Dows referansesorter. Sukkermais er
ansett som en god vitamin C-kilde (Warman & Havard 1998), og star oppfert i OECDs
konsensusdokument.

Mineraler

Innhold av mineraler er malt i henhold til OECDs konsensusdokument for mais. Dokumentasjonen fra
seker inneholder analyser av mineralene fosfor, jern, kalium, kalsium, kobber, magnesium, mangan,
natrium og sink. Det er ikke funnet statistisk signifikante forskjeller mellom testlinje og kontroll for
noen av de undersgkte parametrene. Verdiene for samtlige mineraler ligger innenfor typiske verdier
som er rapportert i litteraturen og de toleranseintervallene som er malt med grunnlag i
referansemaissorter fra Monsanto/Dow.

Sekundeere metabolitter og antineringsstoffer

Sekundere metabolitter og antineringsstoffer er malt i henholdt til OECDs konsensusdokument for
mais. I henhold til sgker viser kombinerte analyser over lokaliteter ingen statistisk signifikante
forskjeller mellom den transgene linjen og kontroll for de analyserte parametrene. For samtlige
komponenter ligger verdiene innenfor typiske verdier som er rapportert i litteraturen, og
toleranseintervallene for Monsanto/Dow referansesorter som inngikk i studien.

3.3. Agronomiske egenskaper

I henhold til dokumentasjon fra Monsanto og Dow AgroSciences er det gjennomfort feltforsek med
testlinjen MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 og en umodifisert kontrollhybrid (XE6001) med
tilsvarende genetisk bakgrunn. I tillegg ble det benyttet totalt 12 kommersielt tilgjengelige
hybridsorter som referansemateriale i forsekene, 3 sorter pa hvert forsekssted. Feltforsekene ble
etablert pa 4 lokaliteter i representative omrader for maisdyrking i statene lowa, Illinois og Nebraska
vekstsesongen 2006. Feltene ble lagt ut som fullstendig randomiserte blokkdesign med 3 gjentak. Hver
forseksrute bestod av 6 planterekker, der registreringene ble foretatt pa rekke nr. 4 og 5. I
dokumentasjonen fra seker er det ikke lagt ved informasjon om spreyteregime.

I henhold til dokumentasjonen er det foretatt registreringer av til sammen 14 agronomiske og
morfologiske karakterer knyttet til reproduksjon, spredning og vegetativ vekst. I tillegg har sgker gjort
registreringer av resistens mot ulike biotiske (sjukdommer, skadedyr) og abiotiske stressfaktorer.
Seker presenterer resultater fra registreringer av karakterer som froplantevitalitet, freavling, tidlighet,
plantetetthet, plantehoyde, kolbelengde og legde.

Det er foretatt statistiske analyser innen og over steder for den enkelte karakter, der den umodifiserte
kontrollinjen ble sammenlignet med testlinjen MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122. Det er
ikke foretatt statistiske sammenligninger mellom testlinje og referansesorter, men det er beregnet
gjennomsnittlige maksimum- og minimumsverdier for de kommersielle linjene. Variansanalyse over
forsekssteder viste ingen signifikante forskjeller (p>0,05) mellom MON 89034 x 1507 x MON 88017
x 59122 og kontroll for de fenotypiske karakterene. Gjennomsnittsverdiene for de observerte
karakterene er ogséd innenfor variasjonsomradet for de umodifiserte referansesortene som var inkludert
i feltforsgkene.
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Statistiske analyser innen lokaliteter viste signifikante forskjeller (p<0,05) for 6 av totalt 56
sammenligninger pa ett av forseksstedene. Dette gjelder variablene tidlighet, malt som henholdsvis
antall dager til 50 % pollenspredning og 50 % synlige hunnblomster/arr. I begge tilfeller var testlinjen
seinere sammenlignet med den umodifiserte kontrollen. I tillegg ble det pavist signifikant ekt
planteheyde, kolbelengde, flere planter pr. forseksrute for hesting, samt lavere terrstoffinnhold i froet
hos MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 pé en av lokalitetene.

I henhold til sekers dokumentasjon ble det, med unntak av forskjeller i angrep av soppsjukdommen
‘northern corn leaf blight” pd en lokalitet, ikke funnet signifikante forskjeller mellom test- og
kontrollinje for de gvrige undersekte karakterene knyttet til biotisk og abiotisk stress.

3.4. Delkonklusjon

Med unntak for vitamin C, er analysene av ern@ringsmessige komponenter utfert i trdd med OECDs
konsensusdokument for mais (OECD 2002). Faggruppen understreker at konsensusdokumentet i storst
mulig grad skal folges nar det legges fram dokumentasjon p& nivdene av neringsstoffer,
antingringsstoffer og metabolitter.

Det er pavist signifikante forskjeller mellom maishybrid MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122
og kontroll i enkeltparametere. Verdiene for de analyserte komponentene ligger innenfor typiske
verdier for andre maissorter som er rapportert i litteraturen, samt innenfor toleranseintervallene for de
umodifiserte referansesortene som er inkludert i sekers dokumentasjon.

Faggruppen vektlegger at hoveddelen av maisforbruket i Norge er som dyrefor og at mais til humant
konsum utgjer mindre enn 1 % av energiinntaket bade for voksne og barn under ett &r. Daglig inntak
av sukkermais vil bidra med 0,5 % av daglig anbefaling for vitamin C ved inntak lik medianen (data
fra Den Norske mor barn studien). Ved maisinntak pé 17,5 g/dag (97,5 % persentilen) vil ca 2,6 % av
daglig anbefaling for vitamin C dekkes.

Naér det gjelder dyrefor ansees det naturlige vitamininnholdet i mais & vere uten betydning da all mais
som benyttes som for vitaminberikes i henhold til Mattilsynets anbefalinger. Tilsvarende angis krav til
erngringsmessig sammensetning av kornbasert barnemat i vedlegg 1 iForskrift om bearbeidet
kornbasert barnemat og annen barnemat til spedbarn og smabarn (FOR 2002-10-18 nr 1185).
Faggruppen vurderer derfor at et eventuelt avvikende vitamin C nivd i MON 89034 x 1507 x MON
88017 x 59122 har liten ernaeringsmessig betydning i Norge.

Med unntak av insektsresistens og herbicidtoleranse viser feltforsek i USA en vekstsesong ingen
statistiske signifikante forskjeller mellom den transgene maishybriden MON 89034 x 1507 x MON
88017 x 59122 og en umodifisert kontrollinje med hensyn pé agronomiske og morfologiske
karakterer.

Faggruppen pépeker at sekers dokumentasjon mangler informasjon om spreytemiddelregime i
testforsgkene.
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4. Dokumentasjon av toksisitet og allergenisitet
4.1. Toksisitet

Akutt oral féringsstudie pa mus

Monsanto og Dow AgroSciences henviser til akutt oral féringsstudier (sondeforing) pd mus med
renfremstilt Cry-, PAT- og CP4 EPSPS-protein produsert av E. coli. Studiene er utfort i henhold til
GLP-retningslinjene fra EPA (40 CFR Part 160, 1989) og OECD Good Laboratory Practices (OECD
1998). Foringsstudiene er dokumentert i seknadene for de respektive foreldrelinjene MON 89034,
1507, MON 88017 og 59122.

Féringsforsgk pa broiler

Seknaden inneholder dokumentasjon fra et 42-dagers foringsforsek (Project No.MN-07-2) med hann-
og hunnbroilere (Ross x Ross 308) (n = 100/group, 50 % hann- and 50 % hunn fugler) i 42 dager.
Studien ble utfert i henhold til prinsippene for OECDs Good Laboratory Practices (OECD 1998) og
U.S. EPA FIFRA (40 CFR part 160) Good Laboratory Practice Standards. Forseket omfattet 800 dyr,
fordelt pa étte grupper a 100 dyr. Dyrene ble foret med maismel fra henholdsvis MON 89034 x 1507 x
MON 88017 x 59122, en umodifisert kontrollsort (XE6001) og seks kommersielle, umodifiserte
referansesorter. Foret ble undersgkt for en rekke ernaringsmessige komponenter, mykotoksiner,
mineraler og antineringsstoffer. Det ble ikke foretatt mélinger av nivaet av Cry-, PAT- og CP4
EPSPS-proteiner. Folgende parametere ble undersekt: mortalitet, vektokning, foreffektivitet, vekt av
skrott, bryst, lar, vinger, og abdominalt fett, samt vann-, protein- og fettinnhold i bryst og l&r (% av
kroppsvekt til levende broilere). Det ble ikke pavist statistisk signifikante endringer i de malte
parametrene ved foring med mais fra MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 sammenlignet med
kontroll og referansesorter.

Subkronisk foringsforsgk pa rotter
Det er ikke blitt utfort et 13 ukers foringsforsek med hann- og hunnrotter med mais MON 89034 x
1507 x MON 88017 x 59122.

4.2. Allergenisitet

Undersgkelser av allergent potensiale av er utfert i henhold til anbefalinger fra Codex (2003) og
FAO/WHO (2000, 2001). Sammenligning av et proteins aminosyresekvens med aminosyresekvensen
til et kjent allergent protein er en nyttig indikator pa allergent potensiale. Aminosyresekvensen til de
fleste viktige allergener, deriblant matallergener, er kjent. De viktige IgE-bindingsepitopene, dvs.
aminosyresekvenser pa 8-12 aminosyrer (noen ganger faerre) der IgE binder seg, er kartlagt for mange
allergener. Eksakt konservering av epitopesekvenser er pavist mellom homologe allergener i
forskjellige arter. For proteinene CrylA.105, Cry2Ab2, CrylF, Cry3Bbl, Cry34Abl, Cry35Abl, PAT
og CP4 EPSPS ble det ikke funnet noen signifikant sekvenshomologi péd 8 eller storre
aminosyresekvenser med allergene proteiner.

Allergene proteiner i mat er ofte varme- og syrestabile. Matallergenene er oftest, men ikke alltid,
stabile overfor mage- og tarmsafter. Allergene matproteiner er ofte de proteinene som forekommer i
storst mengde 1 matvarer. Typiske mengder er fra 1-80 % av proteininnholdet. Konsentrasjonen av
proteinene CrylA.105, Cry2Ab2, CrylF, Cry3Bbl, Cry34Abl, Cry35Abl1, PAT og CP4 EPSPS i korn
er ca 0,01 % av totalt protein, og utgjer siledes en svert liten del av det totale proteininnholdet.
CrylA.105-, Cry2Ab2-, CrylF-, Cry3Bbl-, Cry34Ab-, Cry35Abl-, PAT- og CP4 EPSPS-proteinene
er testet i simulert mage- og tarmsaft, og proteinene brytes ned i lopet av ca. 30 sekunder. Det antas
derfor at proteinet ogsé brytes raskt ned i menneskets mage- og tarmkanal.
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Basert pa de testene som er omtalt, dvs. at Cry-, PAT- og CP4 EPSPS -proteinene ikke har noen
aminosyresekvenser som har likhet med allergene proteiners epitoper, at proteinet brytes raskt ned av
mage-tarmsafter, at andel av totalt proteininnhold er ca 0,01 %, anser faggruppen det som lite trolig at
proteinene CrylA.105, Cry2Ab2, CrylF, Cry3Bbl, Cry34Abl, Cry35Abl, PAT og CP4 EPSPS har
storre potensiale for & gi utvikling av matallergi hos mennesker enn det som umodifisert mais har.

Faggruppen konkluderer med at proteinene CrylA.105, Cry2Ab2, CrylF, Cry3Bbl, Cry34Abl,
Cry35Abl, PAT og CP4 EPSPS sannsynligvis ikke er mer allergene eller toksiske enn de respektive
villtype-proteinene.

Bt-proteiner

Majoriteten av Bt-plantevernmidler inneholder krystalltoksiner (protoksin) og levende sporer fra Bt-
bakterien (EHC 1999). Laboratoriestudier med pattedyr indikerer ingen potensielle allergiske
reaksjoner mot Bacillus thuringiensis eller dets komponenter, innbefattet delta (8)-endotoksinet i
krystallproteinet (EHC 1999). Etter vel 50 ars bruk av plantevernmidler med Bacillus thuringiensis
var. kurstaki er det med ett unntak, ingen bekreftede rapporter over gyeblikkelige eller forsinkede
allergiske reaksjoner. Dette til tross for betydelig human oral-, dermal- og inhalasjonseksponering
(EHC 1999). Helseundersgkelse med hudtesting av en liten gruppe gardsarbeidere (48 personer), som
benyttet Bt-plantevernmidler, viste statistisk signifikant reaksjon mot Bt-sporeekstrakter i forhold til
lav- og medium Bt-eksponeringsgrupper (Bernstein et al. 1999). Lav- og medium-
eksponeringsgruppene var ikke i direkte kontakt med Bt-plantevernmidler. Positiv hudtest mot Bt pro-
d-endotksiner ble ogsa pavist hos to arbeidere i gruppen som brukt Bt-plantevernmidler (Bernstein et
al. 1999).

Adjuvans (fremming av immunreaksjon mot andre stoffer)

Det har ikke vert utfort immunologiske studier med de transgene produktene. Det er vist at CrylAc-
proteinet binder seg til musetarmoverflaten (Vazquez-Padron et al. 2000a) og induserer
immunologiske reaksjoner mot seg selv og mot proteiner gitt samtidig (Vazquez et al. 1999).
Immunologisk kartlegging av systemisk og mucosal immunreaksjon pad CrylAc har videre pévist 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 CrylF-, Cry2Ab2-, Cry3Bbl-, Cry34Abl- og Cry35Abl-toksinene som den
transgene maislinjen lager. Domene II fra 1Ab og 1Ac er til stede i Cry1A.105. Det er vist at domene
IT fra Cryl1Ab og CrylAc genererer ulik immunologisk respons i kanin (Vazquez-Padron et al. 1998).
I en annen studie er det vist at Cryl Ac hadde utpreget mucosal adjuvanseftekt ved & potensere IgM-,
IgG- og IgA-responsen mot hepatittvirusantigen og bovint serumalbumin som ble gitt med
sondeféring samtidig med CrylAc (Vazquez et al. 1999). Produksjonen av IgE-antistoff, som er
knyttet til allergisk reaksjon, ble ikke maélt. Ogsé i tidligere studier (Prasad & Shetna 1975) er det
pavist adjuvanseffekt av krystallprotein fra Bacillus thuringiensis. Adjuvanseffekten av CrylAc er
bekreftet ved intranasal og intraperitoneal immunisering 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 & vaere det sterkeste slimhinneadjuvans vi kjenner.

I en senere studie av Guimaraes et al. (2008) undersekte man adjuvanseffekter av CrylAb i
forbindelse med allergisk sensibilisering overfor peangttekstrakt (PE). Koleratoksin (CT), som er en
kjent Th2 adjuvant, ble benyttet for sammenligning. I disse forsekene ble det ikke indusert spesifikk
IgE ved bruk av CrylAb som adjuvant, mens induksjon av spesifikk IgE ble pavist ved bruk av CT
som adjuvant. Imidlertid viste den samme undersgkelsen at nar PE ble gitt sammen med CrylAb si
medforte dette at nar musene pa et senere tidspunkt ble provosert med PE s okte produksjon av
leukotriener (CTC4 og CTE4) i bronkiene umiddelbart. I tillegg ble det 36 timer etter provokasjonen
malt gkt produksjon av Th2- og Th17 cytokiner og ekt influks av neutrofiler og eosinofiler. Det ble
dermed konkludert med at CrylAb har en adjuvanseffekt i forhold til allergi. Det bemerkes at

Vitenskapskomiteen for mattrygghet (VKM) 40



EFSA/GMO/CZ/2008/62
MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122

09/307-endelig

hybridplanten inneholder 6 ulike varianter av cry-gener, der noen er nye rekombinasjoner av naturlig
forekommende varianter. Mulig endret effekt av disse ved samlet eksponering er lite undersekt.

Det gjennomsnittlige inntaket av maismel, sukkermais og popkorn i Europa er beregnet av seoker.
Mengdene av de enkelte matvarene er vist i tabell 15. Det kroniske inntaket av disse matvarene i
Europa er beregnet som g/person/dag, mens 97,5 persentilen for heyt inntak pd verdensbasis er
beregnet som g/kg kroppsvekt/dag.

Tabell 15. Estimater over maisinntak fra GEMS/Food Programme

DAGLIG INNTAK HOYT INNTAK

(g/person/dag) (g/kg kroppsvekt/dag)

Gjennomsnittlig inntak per capita i EU Heyest 97,5 persentil
Cluster-diett | Cluster B Cluster E Cluster F Generell Barn
(region) (Ser-Europa) | (Sentral- (Nord- befolkning <6 ar

Europa Europa)

Maismel 15,4 14,7 2,0 2,04 3,16
Sukkermais 2,0 6,5 7,2 7,16 11,52
Popkorn 0,2 0,1 0,1 3,33 3,33
Totalt 17,6 21,3 9,3 NA NA

Kilde: Dow AgroScienses, seknad EFSA/GMO/CZ/2008/62.

Spesielle malgrupper, som barn, har et storre inntak av mais enn det beregnede gjennomsnittlige
inntaket pd verdensbasis (se tabell 15). I henhold til tabellen er det estimerte inntaket for store
porsjoner, 97,5 persentil, for barn under 6 ar for henholdsvis maismel, sukkermais og popkorn 3,16,
11,52 og 3,33 g/kg kroppsvekt/dag, og for den generell befolkningen er inntaket henholdsvis 2,04,
7,16 og 3,33 g/kg kroppsvekt/dag. De estimerte inntaksmengdene for 97,5 persentilen kommer fra
ulike geografiske omrdder, som Frankrike, Australia, Thailand og Japan. I henhold til
dokumentasjonen i sgknaden (se tabell merket Table 24), kan gjennomsnittsmengde Cry-proteiner i
maismel, sukkermais og popkorn totalt veere 100 pg/g ferskvekt. Teoretiske beregninger fra soker (se
tabell merket Table 25), viser at dersom alt maisinntak kommer fra MON 89034 x 1507 x MON 88017
x 59122 vil dette kunne medfere for barn som spiser store porsjoner at inntaket av maismel,
sukkermais og popkorn vil utgjere henholdsvis ca. 318, 1154 og 334 pg Cry-protein/kg
kroppsvekt/dag, og for voksne henholdsvis 204, 717 og 334 pg/kg kroppsvekt/dag. De totale
mengdene Cry-proteiner fra henholdsvis maismel, sukkermais og popkorn blir for barn 6700, 24200
og 7000 pg/barn/dag, og for voksne pa 19100, 69200 og 20000 pg/person/dag. For de estimerte
inntaksmengdene av Cry-protein som er presentert her er det ikke tatt hensyn til eventuelle
nedbrytning av proteinene ved prosessering. De estimerte inntaksmengdene av Cry-proteiner antas a
representere maksimal eksponering. De mengder CrylAc som ga mucosal adjuvanseffekt ved
sondeforing av mus var fra 0,1 pg til 100 pg per mus (Vazquez et al. 1999).

De adjuvansdoser som brukes for immunisering av mus og mennesker i andre sammenhenger er ofte
av samme storrelsesorden, det vil si om lag samme dose (ca. 10 pg) brukes til mus og menneske. Det
er mulig at CrylA.105-, CrylF-, Cry2Ab2-, Cry3Bbl-, Cry34Abl- og Cry35Abl-toksinene som
benyttes i MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 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 CrylA.105, CrylF, Cry2Ab2, Cry3Bbl, Cry34Abl og Cry35Abl
har tilsvarende adjuvanseffekt som det beslektede CrylAc-proteinet er rapportert a ha, vil dette
teoretisk kunne fore 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-
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Italia. Man ville vente at adjuvanseffekten kom til syne forst og fremst som okt 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.

Table 24. Protein expression levels in grain (from 2006 U.S.A, field trials) used in the calculation of the
dietary intake calculation for humans

Protein expression levels (ng/g FW))
CrylA.105 | Cry2Ab2 CrylF Cry3Bbl Cry34Abl | Cry3sAbl PAT CP4 EPSPS

For maize flour. sweet

corn and popcorn

1 Dry weight protein concentration converted to fresh weight based on the 11.5% average moisture content derived from Monsanto report
Stillwell and Silvanovich (2007).

3.8 5.0 3.7 16 69,81 1.88! 0.056! 4.6

ow

Table 25. Acute (97.5th percentile) dietary intake for the Cryl1A.105, Cry2Ab2, Cryv1F, Cryv3Bbl, Cry34Abl,
Cry35Ab1, PAT and CP4 EPSPS proteins from the consumption in the E.U. of foods derived from
MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122

Consumption of Protein Intake? (img/kg/day x 10%)
Food It & J " o || g e m ; D—
DR CrylA.105 | Cry2Ab2 | CrylF | Cry3Bbl | Cry34Abl | Cry35Abl | PAT | CP4 EPSPS
(g/kg/day)
Maize flour |
General 2.04 7.8 10.2 7.6 32.6 142.4 3.8 0.11 9.4
population S
S 3.16 12.0 15.8 118 50.6 2206 6.0 0.18 145
= 6 years
Sweel corn
General 7.16 272 35.8 26.5 114.6 499.8 13.5 0.401 32.9
DODMIAHON: oo bl TR s ke S vy R : Ul =
T
et 11.52 43.8 57.6 426 184.3 804.1 21.7 0.645 53.0
= 6 vears
Popecorn |
General 3.33 12.7 16.7 12.4 53.3 242.4 6.3 0.186 15.3
S 3.33 127 16.7 12.4 53.3 232.4 6.3 0.186 15.3
= 6 years

I Acute consumption values from Table 23. Assumes 100% of maize consumed is derived from MON 89034 = 1507 = MON 88017 % 59122,
2 Based on the mean fresh weight expression levels of the introduced proteins in 2006 field trials in the USA (Phillips, 2008; Stillwell and
Silvanovich, 2007a) (see Table 24).

Et realistisk inntak av Cry-protein vil vere vesentlig lavere enn de mengdene som er angitt ovenfor.
Mais er en bulkvare hvor flere typer mais fra mange akre samles i felles siloer for videre prosessering.
Man vil saledes aldri spise 100 % MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122-mais. Med unntak for
sukkermais spiser vi stort sett prosessert mais hvor, i mange tilfeller, proteinene er helt eller delvis
degradert eller er fjernet. Seker oppgir at bade CrylA.105-, CrylF-, Cry2Ab2-, Cry3Bbl-, Cry34Abl-
og Cry35Abl-proteinene brytes raskt ned i magesaft. Eksponering av tarmepitel for CrylA.105-,
CrylF-, Cry2Ab2-, Cry3Bbl-, Cry34Abl- og Cry35Abl-proteinene forventes dermed & vere
vesentlig lavere.

Cry-proteinene er ikke varmestabile. Konsentrasjonen av CrylAb ble redusert med 90 % i maisgret
som ble holdt ved 75 °C i 3 min. Proteinet kunne ikke pévises etter steking av tortillas ved 190 °C i
10s (de Luis et al. 2009). Dette innebzerer igjen at eksponering av tarmepitel for Cry-proteiner vil vere
vesentlig lavere.

Adjuvanseffekt og induksjon av IgE er ikke undersegkt, verken for CrylA.105, CrylF, Cry2Ab2,
Cry3Bbl-, Cry34Abl og Cry35Abl. Det finnes lite litteratur pad omraddet omkring betydning av
adjuvanter for induksjon av IgE-mediert allergisk respons. Den foreliggende litteratur tyder i flere
tilfeller pa at betydningen er liten. I en musemodell for allergiutvikling mot lupin ga bruk av
koleratoksin (CT) ekt immunrespons for andre immunglobulin-klasser, men ingen IgE-respons.
Forfatterne antyder at IgE- respons er mer avhengig av indre egenskaper ved allergenene og ikke CT-
adjuvans (Foss et al. 2006). T en lignende rottemodell viste CT ogsé kun en begrenset effekt pa
utvikling av peanettallergi (de Jonge et al. 2007). De Jonge et al. viste ogsa at det var krevende a klare
a indusere allergi i rottene. Rotter som gikk pa streng diett i 3 generasjoner ga IgE-respons, mens
rotter som gikk péd allergenfri diett i én generasjon ga ikke IgE-respons etter indusering. Disse
forsekene indikerer en begrenset betydning av adjuvans for utvikling av IgE-mediert allergi. Utvikling
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av matallergi skyldes et komplekst samspill av faktorer som genetisk predisposisjon, alder ved
introduksjon av allergenet, amming, ernaringssammensetning, sammensetning av tarmfloraen og
infeksjonsstatus i mage-tarm systemet (van Wijk & Knippels 2007).

Maten vi spiser inneholder en lang rekke stoffer som virker som adjuvanter (Berin & Schreffler 2008).
Eksempler pa disse stoffene er glukaner og lectiner som er vanlige i alt plantemateriale, proteinaser og
chitin, en hovedbestanddel i cellevegg hos sopp. Det kan derfor reises tvil om tilstedevarelsen av sma
mengder av et adjuvant protein vil bidra til noen ekt risiko for induksjon av IgE dannelse. Det anferes
i tillegg at Cry-proteinene har en 50 &r lang historie med trygg bruk. Det er tillatt & sproyte mais med
Bt helt frem til hesting, men nivéet av Cry-protein vil vere langt lavere i Bt-sproytet mais enn i
genmodifisert mais. Maislinjen MON 810, som inneholder CrylAb-proteinet, har vart dyrket og
konsumert siden 1996.

4.3. Delkonklusjon

CP4-EPSPS— og PAT- proteinene, som uttrykkes som folge av genmodifiseringen, har ingen likheter
med kjente toksiner og allergener, eller egenskaper som tilsier at det vil virke som et allergen eller
toksin. Innholdet av disse proteinene i korn er ca 0,01 % av totalt protein, og utgjer saledes en svart
liten del av det totale proteininnholdet. Faggruppen finner det lite sannsynlig at eksponering av CP4
EPSPS og PAT-proteinene i seg selv og i de mengder som tilfores via genmodifisert mais er
helsemessig betenkelig. En akutt foringsstudie (oral sondeforing) pa mus med bakterieframstilt CP4-
EPSPS-, PAT-, CrylA.105-, CrylF-, Cry2Ab2-, Cry3Bbl-, Cry34Abl- og Cry35Abl-protein viser
ingen skadelige helseeffekter. Videre konkluderer ernzringsstudier med broilere at maishybriden
MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 er ernzringsmessig lik umodifisert mais.

Faggruppen péapeker at subkronisk foringsforsek pa rotte med MON 89034 x 1507 x MON 88017 x
59122 ikke er utfort.

Ingen av proteinene CrylA.105, CrylF, Cry2Ab2, Cry3Bbl, Cry34Abl og Cry35Abl har likheter
med kjente allergener eller egenskaper som tilsier at de er allergener. Det er imidlertid ikke vurdert om
de uttrykte toksinene CrylA.105, CrylF, Cry2Ab2, Cry3Bbl, Cry34Abl og Cry35Abl kan ha
adjuvanseffekter. d.v.s. fremming av immunreaksjon mot andre stoffer.

Et flertall av medlemmene i Faggruppe for genmodifiserte organismer finner det ikke sannsynliggjort
at CryAl105, CrylF, Cry2Ab2, Cry3Bbl, Cry34Abl og Cry35Abl har egenskaper som forer til
hemming av den toleransen som fordeyelsessystemets slimhinner har mot proteiner (adjuvanseffekt).
P& bakgrunn av at CryA105-, CrylF-, Cry2Ab2-, Cry3Bbl-, Cry34Abl- og Cry35Abl-proteinene
brytes ned i magesaft og at maten for evrig inneholder en lang rekke stoffer som virker som
adjuvanter, vurderes adjuvansproblemstillingen i forbindelse med MON 89034 x 1507 x MON 88017
x 59122 til & vaere neglisjerbar.

Et mindretall av faggruppen (T. Behn, H. Klungland, C. Linnestad, A.I. Myhr, A.H. Nerland, K.M.
Nielsen) finner det vanskelig & vurdere om naringsmidler og forvarer fra maishybriden MON 89034 x
1507 x MON 88017 x 59122, er mer allergifremkallende enn naeringsmidler og forvarer fra
umodifiserte maiskorn. P4 bakgrunn av foreliggende eksperimentelle studier i mus, som viser at Cry-
proteiner kan hemme den toleransen som fordeyelsessystemets slimhinner har mot proteiner, finner
imidlertid medlemmene at muligheten for okt allergifremkallende aktivitet hos MON 89034 x 1507 x
MON 88017 x 59122 ikke med rimelig sikkerhet kan utelukkes. Det bemerkes at hybridplanten
inneholder 6 ulike cry-genvarianter, hvorav noen er nye rekombinasjoner av naturlig foreckommende
varianter. Mulige interaksjoner med humane celler ved samlet eksponering er lite undersekt.
Mindretallet i faggruppen pépeker at foringsstudier pd pattedyr er enskelig siden det er pavist
oppregulering av Cry-proteiner i MON 89034 x 1507 x MON88017 x 59122.
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En samlet faggruppe finner at mat- og forprodukter MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 som
ikke inneholder Cry-proteiner, eksempelvis oljebaserte produkter, ikke medferer endret risiko for
helse i forhold til annen mais.

5. Miljerisikovurdering

Monsanto og Dow AgroSciences sgknad om godkjenning av maishybriden MON 89034 x 1507 x
MON 88017 x 59122 under EU forordning 1829/2003/EF omfatter bruksomradene forvarer,
naringsmidler, import og prosessering. Seknaden gjelder ikke dyrking. Miljerisikovurderingen av de
transgene maislinjene er derfor avgrenset til mulige effekter av utilsiktet frespredning i forbindelse
med transport og prosessering til mat, for og ulike 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 utilsiktede effekter pa fitness relatert til genmodifiseringen

Mais er en ettirig kulturplante som har gjennomgétt langvarig og systematisk foredling. Planten krever
omfattende kultiveringstiltak, og er generelt ikke i1 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 hosting, transport
0g prosessering.

Maisfre stiller store krav til spiretemperatur og har ingen frekvile. Froplantene er svert sensitive for
lave temperaturer. Under vare dyrkingsforhold er det derfor smé& muligheter for oppspiring og vekst av
eventuelle spillfre. I milde vintre i serlige omrader 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 & 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 herbicidtolerante maishybriden og konvensjonelle sorter med tilsvarende
genetisk bakgrunn for disse karakterene, og det er ikke grunn til & anta at de introduserte egenskapene
hos mais MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 vil medfere okt fitness utenfor dyrkingsmiljo i
forhold til konvensjonelle maissorter.

5.2. Potensiale for genoverfering

En forutsetning for genspredning er tilgjengelige veier for overforing av genetisk materiale, enten via
horisontal genoverforing av DNA, eller vertikal genflyt i form av frespredning og krysspollinering.
Eksponering av mikroorganismer for rekombinant DNA skjer under nedbryting av plantemateriale pé
dyrket mark og/eller pollen i akrer og omkringliggende arealer. Rekombinant DNA er ogsd en
komponent i en rekke mat- og forprodukter, som er avledet av plantemateriale fra den transgene
sorten. Dette medferer at mikroorganismer i fordeyelseskanalen hos mennesker og dyr kan eksponeres
for rekombinant DNA. Siden mais ikke har viltvoksende populasjoner eller narstdende arter utenfor
dyrking i Europa, vil vertikal genoverforing vere knyttet til krysspollinering med konvensjonelle og
eventuelle gkologiske sorter.
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5.2.1 Horisontal genoverfering

Data fra tilgjengelige eksperimentelle studier viser at genoverforing fra transgene planter til bakterier
etter all sannsynlighet inntreffer sveart sjelden under naturlige forhold, og at denne overferingen
forutsetter sekvenshomologi mellom overfart DNA og bakterien (EFSA 2004, 2009; VKM 2005b).

Ut fra dagens vitenskapelige innsikt med hensyn til barrierer for genoverfering mellom ubeslektede
arter og flere ars forskning for om mulig & framprovosere tilfeldig overfering av genetisk materiale fra
planter til mikroorganismer er det lite som tyder péd at transgenene i MON 89034 x 1507 x MON
88017 x 59122 skal kunne overferes til andre enn naturens kryssingspartnere ved detekterbare
frekvenser i laboratoriestudier. Det er 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. Svaert sma mengder av M13 DNA (<0.1 %) kunne spores i blodbanene i en periode
pa maksimum 24 timer, mens M13 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 & Wackernagel (2002) har
undersgkt persistens av DNA og opptak av GM DNA i jord. I disse laboratorieforsgkene ble det pavist
sveert sma mengder DNA som var overfort fra planter til bakterier.

Disse mengdene mé imidlertid multipliseres med skalaen for dyrking, som er svert omfattende. I
studiene til De Vries & Wackernagel var forutsetningen for overfering sekvenshomologi mellom
plantetransgenet og mottagerbakterien. De innsatte genene i planten har sin opprinnelse fra
jordbakterier og sekvenshomologi vil derfor vare stor i forhold til disse. I hvilken grad det
forekommer tilfeldig sekvenshomologi mellom plantetransgener og andre naturlig forekommende
bakterier er usikkert, men siden de fleste transgenene inneholder rekombinerte DNA sekvenser fra
jordbakterier kan dette ikke utelukkes (Bensasson et al. 2004)

Med bakgrunn i opprinnelse og karakter/egenskaper av de innsatte genene og mangel pa
seleksjonspress i fordeyelseskanal og/eller miljoet, 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 1507 x MON 88017 x 59122 vil etableres stabilt i genomet til
mikroorganismer i miljoet eller i fordeyelseskanalen hos mennesker eller dyr. Ut fra tilgjengelig
kunnskap og begrensninger i metodikk (Nielsen & Townsend 2004) kan det ikke utelukkes at
horisontal genoverfering vil skje.

5.2.2 Vertikal genoverforing

Potensialet for krysspollinering mellom maishybrid MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 og
konvensjonelt foredlete maissorter vil avhenge av omfanget av utilsiktet fraspredning 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 svert begrenset. Risiko for utkryssing med dyrkede sorter vurderes derfor til & veere
ubetydelig.

Herbicidtoleranse og insektsresistens vil kunne representere noen gkt sannsynlighet for spredning av
mais i Europa. Overlevelse hos mais er i hovedsak begrenset av darlig 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.

Tatt 1 betraktning tiltenkt bruksomrade for maishybriden, vil miljeeksponeringen vere begrenset til
sporadiske enkeltplanter fra frospill i forbindelse med transport og prosessering.
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5.3. Potensiale for samspill mellom GMP og malorganismer

Maishybriden MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 inneholder cry-genene crylA.105, cry2Ab2,
crylF, cry3Bb, cry34Abl og cry35Abl. 1 felge Tabashnik et al (2009) kan planter med stablede cry-
gener fore til asymmetrisk kryss-resistens, det vil si at resistens i méalorganismer mot det ene Cry-genet
oker resistens mot det andre, men ikke motsatt. CrylA.105, cry2Ab2 og crylF koder for o-
endotoksiner som gir maisplantene resistens mot angrep fra enkelte skadegjerere i ordenen
Lepiodoptera, eksempelvis, Ostrinia nubilalis (europeisk maispyralide), Agrotis ipsilon (stort jordfly),
Helicoverpa zea (corn earworm) og Spodoptera sp. (fall armyworm). I Norge er det kun 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).

Cry3Bbl-proteinet gir plantene resistens mot angrep fra larver i billeslekten Diabrotica, eksempelvis
D. virgifera virgifera ("Western Corn Rootworm), D. barberi ("Northern Corn Rootworm”) og D.
undecimpunctata howardi (’Southern Corn Rootworm’). Tilsvarende vil proteinene som uttrykkes av
genene cry34Abl og cry35Abl virke sammen som et binzrt toksin, og gi resistens mot angrep fra
skadegjarere i samme slekt. D. virgifera virgiferia er den eneste Diabrotica-arten som er pavist i
Europa (Crop Protecion Compendium 2007). Det har ikke veert rapportert om funn av D. virgifera
virgifera i Norge (http://www.faunaeur.org/distribution.php).

Tatt 1 betraktning tiltenkt bruksomrade for maishybriden, vil miljeeksponeringen vere begrenset til
sporadiske enkeltplanter fra frospill i forbindelse med transport og prosessering. Nivéet av
eksponering av Bt-toksin for eventuelle malorganismer vil derfor vare svert lav, og ikke ha noen
gkologisk betydning.

5.4. Potensiale for samspill mellom GMP og ikke-malorganismer

Maishybriden MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 vil, p4 grunn av stablede Cry-proteiner
uttrykt, ramme flere grupper av ikke-malorganismer der den dyrkes.

I Norge vil sporadiske spillplanter av maishybriden MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 med
opphav 1 utsiktet fraspredning under ulike omsetningsledd ikke antas & medfere risiko for ikke-
maélorganismer.

Nér det gjelder indirekte eksponering gjennom gjedsel fra husdyr foret med genmodifisert mais vil
mesteparten av Cry-, PAT- og CP4 EPSPS-proteinene denatureres av enzymaktivitet (proteaser) i
fordeyelseskanalen, og mikrobielle prosesser vil fere til en ytterligere nedbryting av proteinet i
gjadsla. Dette medforer at svert lite Cry- og PAT-proteiner blir spredt med husdyrgjedsel pa dyrket
mark, som igjen minimerer faren for eksponering av potensielt sensitive ikke-malorganismer.
Spredning av Cry-toksin, samt PAT- og CP4 EPSPS-proteiner via gjodsel antas derfor ikke & gi
signifikante miljoeffekter.

5.5. Overviking

I folge direktiv 2001/18/EF, anneks VII er formalet med overvakingsplanen & bekrefte at alle
antagelser i miljerisikovurderingen som gjelder forekomst og omfang av potensielle skadevirkninger
av den genmodifiserte organismen, eller bruken av den er korrekt. Videre skal den identifisere
forekomsten av skadevirkninger pd menneskers helse eller miljeet som skyldes den genmodifiserte
organismen eller bruken av den, og som ikke ble forutsett i miljerisikovurderingen.

Overvaking er relatert til risikohandtering, og en totalvurdering av overvakingsplanen er derfor utenfor
VKMs mandat. I henhold til oppdrag fra DN skal imidlertid VKM diskutere behovet for serskilt
overvéking. Dette gjelder bade i de tilfeller hvor sgker ikke har foreslatt serskilt overvaking og i de
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tilfeller hvor segkers risikovurdering avdekker behov for en spesiell overvakingsplan. I sistnevnte
tilfelle skal VKM gi en vurdering av kvaliteten pa sekers overvékingsplan, om denne er egnet til a
avdekke sa vel umiddelbare og direkte virkninger som forsinkede og indirekte virkninger pavist i
miljerisikovurderingen. VKM skal ikke vurdere innretningen av den generelle overvakingen.

Seknad EFSA/GMO/CZ/2008/62 omfatter ikke dyrking, og potensiell miljeeksponering av den
transgene maishybriden er derfor avgrenset til mulige effekter av utilsiktet fraspredning i forbindelse
med transport og prosessering til mat, for og industrielle formal. I tillegg vil indirekte eksponering
gjennom gjodsel fra husdyr foret med genmodifisert mais representere en mulig kilde til uensket
genspredning. Miljerisikovurderingen som er presentert av segker identifiserer ingen endret risiko for
miljg i forhold til annen mais. Syngenta har derfor ikke utarbeidet spesifikke strategier for
risikohandtering eller en sarskilt plan for overvaking av MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122.

Tatt i betraktning tiltenkt bruksomrade for MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 anser
Faggruppe for GMO at det ikke er behov for & iverksette sarskilt program for overvaking av
maishybriden.

5.4. Delkonklusjon

Seknaden gjelder godkjenning av maishybriden MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 for
import, prosessering og til bruk i naringsmidler og forvarer. Faggruppen har derfor ikke vurdert
mulige miljeeffekter knyttet til dyrking av maishybriden. Med bakgrunn i tiltenkt bruksomréde 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 pé gkt sannsynlighet for spredning, etablering og invasjon av maishybriden i
naturlige habitater eller andre arealer utenfor jordbruksomrader som resultat av frospill i forbindelse
med transport og prosessering. Norge er i utkanten av dyrkingsomradet for mais, dyrkingsomfanget er
sveaert begrenset og det er ingen stedegne eller introduserte viltvoksende arter som mais kan hybridisere
med.

6. Vurdering av sgkers dokumentasjon

Faggruppen finner at sgkers informasjon i stor grad felger OECDs retningslinjer, og er tilstrekkelig til
at det er mulig & foreta en vurdering av den foreliggende GMO. Faggruppen papeker imidlertid at det
mangler analyser av C-vitamin, en av komponentene som OECDs konsensusdokument for mais
anbefaler analysert.

Seker har definert mye av dokumentasjonen knyttet til seknad EFSA/GMO/CZ/2008/62 som
konfidensiell informasjon. Det er ulik praksis mellom de ulike selskapene hvilke opplysninger som
unndras offentlighet, og faggruppen etterlyser kriterier for hva seker kan definere som konfidensiell
informasjon.

FG3s innspill til EFSAnet 04.06.09 til seknad EFSA/GMO/CZ/2008/62

D, 05: Stacked events: The applicant is asked to test the maize for genetic stability of the inserts for
more than one generation, e.g. three growing seasons and multiple locations representing different
environmental conditions.

D, 07.01: The expression of the cryl1A.105 gene in MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 is
about 100 % higher in pollen and about 50 % higher in corn compared to MON 89034. The applicant
is asked to explain these differences.
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D, 07.02: According to the EFSA Guidance Document for the risk assessment of GM plants, it is
advisable that experiments with herbicide tolerant crops “include both blocks of genetically modified
plants exposed to the intended herbicide and blocks not exposed to the herbicide”. In the study report
on the compositional analyses it is not indicated whether MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122
maize plots were treated with glyphosate/glufosinate. The applicant is asked to clarify whether
treatments with glyphosate/glufosinate were performed, and to include compositional data from MON
89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 maize treated and not treated with glyphosate/glufosinate.

7.9 Allergenicity

7.9.2 Assessment of allergenicity of the whole GM plant or crop

Scientific studies, also very recent ones, have shown that the Cryl Ac protein is a potent systemic and
mucosal adjuvant, which is an enhancer of immune responses. The GMO Panel of the Norwegian
Scientific Committee for Food Safety finds it difficult, based on the available data, to assess whether
kernels from maize MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 may cause more allergenic reactions
than food and feed from unmodified kernels. As the different Cry proteins are closely related, and in
view of the experimental studies in mice, the GMO Panel finds that the likelihood of an increase in
allergenic activity due to CrylA.105, CrylF, Cry2Ab2, Cry3Bbl, Cry34Abl and Cry35Abl1 proteins
in food and feed from maize MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 cannot be excluded. Thus,
the Panel's view is that as the adjuvant effect of Cryl1A.105, CrylF, Cry2Ab2, Cry3Bbl, Cry34Abl
and Cry35Ab1 with reasonable certainty cannot be excluded, the applicant in relation to a putative
adjuvant effect of CrylA.105, CrylF, Cry2Ab2, Cry3Bbl, Cry34Abl and Cry35Abl must comment
upon the mouse studies showing humoral antibody response of CrylA proteins. Further, although
CrylA.105, CrylF, Cry2Ab2, Cry3Bbl, Cry34Abl and Cry35Abl1 proteins is rapidly degraded in
gastric fluid after oral uptake, there is also the possibility that the protein can enter the respiratory tract
after exposure to e.g. mill dust. Finally, rapid degradation is no absolute guarantee against
allergenicity or adjuvanticity.
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KONKLUSJON

Analyser av ern@ringsmessige komponenter er utfert i trdd med OECDs konsensusdokument for mais
(OECD 2002). Det er imidlertid ikke foretatt analyser av innhold av vitamin C. Faggruppen
understreker at konsensusdokumentet i1 sterst mulig grad skal felges nar det legges fram
dokumentasjon pa nivaene av naringsstoffer, antinaeringsstoffer og metabolitter.

Det er pavist signifikante forskjeller mellom maishybrid MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122
og kontroll i enkeltparametere. Verdiene for de analyserte komponentene ligger innenfor typiske
verdier for andre maissorter som er rapportert i litteraturen, samt innenfor toleranseintervallene for de
umodifiserte referansesortene som er inkludert i sekers dokumentasjon.

Faggruppen vektlegger at hoveddelen av maisforbruket i Norge er som dyrefor og at mais til humant
konsum utgjer mindre enn 1 % av energiinntaket bade for voksne og barn under ett ar. Daglig inntak
av sukkermais vil bidra med 0,5 % av daglig anbefaling for vitamin C ved inntak lik medianen (data
fra Den Norske mor barn studien). Ved maisinntak pa 17,5 g/dag (97,5 % persentilen) vil ca 2,6 % av
daglig anbefaling for vitamin C dekkes.

Nar det gjelder dyrefor ansees det naturlige vitamininnholdet i mais & vere uten betydning da all mais
som benyttes som for vitaminberikes i henhold til Mattilsynets anbefalinger. Tilsvarende angis krav til
erngringsmessig sammensetning av kornbasert barnemat i vedlegg 1 iForskrift om bearbeidet
kornbasert barnemat og annen barnemat til spedbarn og smabarn (FOR 2002-10-18 nr 1185).
Faggruppen vurderer derfor at et eventuelt avvikende vitamin C nivda i MON 89034 x 1507 x MON
88017 x 59122 har liten erneringsmessig betydning i Norge.

CP4-EPSPS- og PAT- proteinene, som uttrykkes som folge av genmodifiseringen, har ingen likheter
med kjente toksiner og allergener, eller egenskaper som tilsier at det vil virke som et allergen eller
toksin. Innholdet av disse proteinene i korn er ca 0,01 % av totalt protein, og utgjer saledes en svaert
liten del av det totale proteininnholdet. Faggruppen finner det lite sannsynlig at eksponering av CP4
EPSPS og PAT-proteinene i seg selv og i de mengder som tilfores via genmodifisert mais er
helsemessig betenkelig. En akutt foringsstudie (oral sondeforing) pa mus med bakterieframstilt CP4-
EPSPS-, PAT-, CrylA.105-, CrylF-, Cry2Ab2-, Cry3Bbl-, Cry34Abl- og Cry35Abl-protein viser
ingen skadelige helseeffekter. Videre konkluderer ernaringsstudier med broilere at maishybriden
MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 er ernaringsmessig lik umodifisert mais.

Faggruppen papeker at subkronisk foringsforsek pd rotte med MON 89034 x 1507 x MON 88017 x
59122 ikke er utfort.

Ingen av proteinene CrylA.105, CrylF, Cry2Ab2, Cry3Bbl, Cry34Abl og Cry35Abl har likheter
med kjente allergener eller egenskaper som tilsier at de er allergener. Det er imidlertid ikke vurdert om
de uttrykte toksinene CrylA.105, CrylF, Cry2Ab2, Cry3Bbl, Cry34Abl og Cry35Abl kan ha
adjuvanseffekter. d.v.s. fremming av immunreaksjon mot andre stoffer.

Et flertall av medlemmene i Faggruppe for genmodifiserte organismer finner det ikke sannsynliggjort
at CryA105, CrylF, Cry2Ab2, Cry3Bbl, Cry34Abl og Cry35Abl har egenskaper som forer til
hemming av den toleransen som fordgyelsessystemets slimhinner har mot proteiner (adjuvanseffekt).
Péa bakgrunn av at CryAl105-, CrylF-, Cry2Ab2-, Cry3Bbl-, Cry34Abl- og Cry35Abl-proteinene
brytes ned i magesaft og at maten for evrig inneholder en lang rekke stoffer som virker som
adjuvanter, vurderes adjuvansproblemstillingen i forbindelse med MON 89034 x 1507 x MON 88017
x 59122 til & vaere neglisjerbar.

Et mindretall av faggruppen (T. Behn, H. Klungland, C. Linnestad, A.I. Myhr, A.H. Nerland, K.M.
Nielsen) finner det vanskelig & vurdere om nearingsmidler og férvarer fra maishybriden MON 89034 x
1507 x MON 88017 x 59122, som uttrykker totalt 6 ulike cry-varianter, er mer allergifremkallende
enn neringsmidler og forvarer fra umodifiserte maiskorn. Pa bakgrunn av foreliggende
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eksperimentelle studier i mus, som viser at Cry-proteiner kan hemme den toleransen som
fordayelsessystemets slimhinner har mot proteiner, finner imidlertid medlemmene at muligheten for
okt allergifremkallende aktivitet hos MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 ikke med rimelig
sikkerhet kan utelukkes. Det bemerkes at hybridplanten inneholder 6 ulike cry-genvarianter, hvorav
noen er nye rekombinasjoner av naturlig forekommende varianter. Mulige negative interaksjoner med
humane celler ved samlet eksponering er lite undersokt.

En samlet faggruppe finner at mat- og forprodukter fra MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122
som ikke inneholder Cry-proteiner, eksempelvis oljebaserte produkter, ikke medferer endret risiko for
helse i forhold til annen mais.

Faggruppen har ikke vurdert problematikken knyttet til eventuelle rester av glufosinat og glyfosat,
eller nedbrytingsprodukter fra disse i mat- og forprodukter av MON 89034 x 1507 x MON 88017 x
59122. Slike vurderinger utferes av VKMs Faggruppe for plantevernmidler. Faggruppe for GMO
legger imidlertid til grunn at produkter, der verdiene ligger under grenseverdiene for akseptabelt
daglig inntak, ikke inneberer endret helserisiko i forhold til annen mais.

Med unntak for herbicidtoleranse og insektsresistens viser feltforsek over en vekstsesong ingen
signifikante forskjeller mellom den transgene maishybriden MON 89034 x 1507 x MON 88017 x
59122 og umodifisert kontrollinje med hensyn pé agronomiske og morfologiske karakterer.

Seknaden gjelder godkjenning av maishybriden MON 89034 x 1507 x MON 88017 x 59122 for
import, prosessering og til bruk i naringsmidler og forvarer. Faggruppen har derfor ikke vurdert
mulige miljeeffekter knyttet til dyrking av maishybriden. Det er ingen indikasjoner pa okt
sannsynlighet for spredning, etablering og invasjon av maishybriden i naturlige habitater eller andre
arealer utenfor jordbruksomrader som resultat av fraspill i forbindelse med transport og prosessering.
Norge er i utkanten av dyrkingsomradet for mais, dyrkingsomfanget er svert begrenset og det er ingen
stedegne eller introduserte viltvoksende arter som mais kan hybridisere med.
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