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AVIS

de I’Agence francgaise de sécurité sanitaire des aliments sur le rapport
du Pr le Maho adressé a la Commission Européenne en juin 2008.

L'Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments (Afssa) a été saisie le 5 septembre 2008
par la Direction générale de la santé d’'une demande d’avis sur le rapport du Pr le Maho adressé
a la commission en juin 2008.

Contexte de la saisine

Suite a l'avis du Comité de Préfiguration de la Haute Autorité sur les OGM (CPHA, 2008), les
autorités francaises ont invoqué en février 2008, la clause de sauvegarde pour la culture du mais
MONB810 en raison de faits nouveaux suggérant que les mais portant 'événement MON810
étaient susceptibles de présenter un risque sérieux pour I'environnement.

En réponse a l'avis du CPHA, la société Monsanto, dans un rapport du 30 janvier 2008
(Monsanto, 2008), a présenté des justifications pour soutenir son point de vue d’absence de
risque. Pour y répondre, le ministére de I'écologie, de I'énergie, du développement durable et de
I'aménagement du territoire (MEEDDAT) a fait appel au Pr le Maho (membre du CPHA).

Le rapport du Pr le Maho, qui a été communiqué a la commission Européenne, développe des
arguments sanitaires qui ne sont pas en accord avec l'avis favorable du 30 avril 2008 (AFSSA,
2008a), issu de l'expertise collective de 'AFSSA. Il indique en conclusion qu’il conviendrait
d’appliquer le principe de précaution.

L’AFSSA a été saisie par la Direction Générale de la Santé en septembre 2008 pour effectuer
une expertise collégiale des aspects strictement sanitaires du rapport du Pr le Maho.

Rappel des conclusions de |'avis de I'AFSSA du 30 avril 2008 (annexe I) :

Avis de I’AFSSA relatif 8 une demande de renouvellement de mise sur le marché des mais
génétiquement modifiés MONB810, résistant aux Iépidoptéres, pour Il'importation, la
transformation, ainsi que I'utilisation en alimentation humaine et animale de ses produits
dérivés, au titre du réglement (CE) n°1829/2003.

L'Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments considére dans son avis que :

» l'analyse moléculaire du mais portant I'événement MON810 caractérise I'événement de
transformation,

» l'analyse de composition ne met pas en évidence de différence significative
compromettant I'équivalence en substance des mais MON810 par rapport aux mais
témoins et aux variétés de mais conventionnelles,

» [|'étude de toxicité sub-chronique réalisée chez le rat pendant 90 jours ne met pas en
évidence d'effets délétéres liés a la consommation du mais portant 'événement MON810,

» l'étude d'alimentarité réalisée chez le poulet ne met pas en évidence de différences
nutritionnelles entre le grain de mais MON810 et le grain de mais témoin.

En conséquence, I'Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments estime qu’au regard des
données présentées dans le dossier, dont certaines ont été réactualisées et de nombreuses
publiées dans la littérature scientifique a comité de lecture, les mais portant 'événement de
transformation MON810 et leurs produits dérivés présentent le méme niveau de sécurité sanitaire
que les variétés de mais conventionnelles et leurs produits dérivés.
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Mode de traitement de la saisine
Le Comité d’Experts Spécialisé Bio’[echnologie1 réuni le 20 novembre 2008, a analysé les points
de ce rapport relatifs a la sécurité sanitaire (alimentation humaine et animale).

Sécurité de la protéine Cry1Ab exprimée dans les mais MON810
Extraits du rapport du Pr le Maho :

« La protéine Bt produite naturellement par le bacille et celle produite par le mais MON810 n’ont
pas les mémes séquences primaires. La protéine produite par le mais MON810 peut en outre étre
modifiée par addition de phosphates N-acétylglucosamine ou d’hexoses qui peuvent modifier sa
conformation spatiale ainsi que ses caractéristiques fonctionnelles et donc son pouvoir pathogene
éventuel. »

« la protéine produite par le transgéne n'est pas identique a celle que produit le Bacille de
Thuringe et ses propriétés en termes de repliement, de modification post-traductionnelle, de
biodégradabilité, de rémanence ou de spécificité, et donc de toxicité humaine et
environnementale potentielle, peuvent étre différentes de celles de la toxine Cry1Ab naturelle. »

Les toxines Bt comprennent deux domaines : un domaine toxique N-terminal et un domaine
cristal C-terminal. La protéine entiere CRY1A(b) codée par le géne endogene cry1A(b) de
Bacillus thuringiensis souche kurtstaki HD-1 comporte 1156 acides aminés. C’est une protoxine
qui subit dans lintestin de l'insecte une digestion éliminant la partie C-terminale. Le domaine N
terminal suffit a lui conférer son activité toxique (Fischhoff et al.,1987).

Le gene présent dans MON810 code une protéine comprenant les 816 premiers acides aminés
N-terminaux de la protéine CRY1A(b) incluant le domaine toxique. Le polypeptide de 816 acides
aminés subit le méme clivage que la protéine native dans l'intestin de I'insecte. Le géne provient
de Bacillus thuringiensis souche kurtstaki HD-1 (Hofte et Whiteley, 1989). La structure primaire
de la protéine CRY1A(b) exprimée dans les mais portant I'événement MON810 est décrite dans
le dossier technique qui accompagne la demande d’autorisation de mise sur le marché.

Comme décrit dans le dossier technique, la jonction 3’ de linsertion ajoute 9 nucléotides a
I’ARNm, ce qui conduit a I'ajout de 2 acides aminés en position C terminale (phénylalanine et
arginine).

La publication de Rosati et al. (2008) met en évidence des variants dARNm générés par
épissage alternatif de la partie transcrite non traduite. Ces variants peuvent modifier
potentiellement I'extrémité C terminale de la protéine CRY1A(b) en y ajoutant un polypeptide de
18 acides aminés. L’article ne nous renseigne pas sur 'abondance et la stabilité de ces transcrits
ni sur leur traduction. Méme si on ne peut pas exclure que cette forme de protéine soit exprimée,
elle n’a jamais été détectée.

Les comparaisons de séquences de la protéine CRY1A(b) comprenant les 18 acides aminés
supplémentaires ou la comparaison de séquences des 18 acides aminés seulement ne
conduisent a I'établissement d’aucun alignement significatif avec 'ensemble des séquences de
protéines répertoriées des bases de données publiques et avec les peptides et protéines de la
base ADFS (Allergen Database for Food Safety).

Enfin la protéine présente dans le mais, comme la protéine native, conserve un site accessible de
clivage qui conduit a I'élimination de la partie C-terminale donc des 2 ou potentiellement 18
résidus supplémentaires. La protéine conserve les mémes propriétés en terme de toxicité vis a
vis des insectes.

Le deuxieéme type de différence évoqué par le Pr Le Maho concerne de possibles modifications
post-traductionnelles.

Plusieurs éléments permettent d’exclure que les modifications post-traductionnelles de la protéine
exprimée dans la plante la différencient de la protéine naturelle :

' Le comité d’experts spécialisé Biotechnologie est composé de 21 scientifiques dans les domaines

d’expertise suivants : biologie moléculaire, physiologie végétale, transgénése et génie génétique,
agronomie, toxicologie, nutrition animale et zootechnie, composition chimique des aliments, microbiologie,
enzymologie, biochimie.
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e Une étude, conduite par le pétitionnaire, montre que la protéine exprimée dans les mais
MONB810 n’est pas glycosylée,

¢ Le poids moléculaire observé de la fraction hydrolysée par la trypsine est identique que la
protéine provienne des mais MON810 ou de Bacillus thuringiensis (Western blot).

Les lignes directrices mises en place par 'AESA (AESA, 2006) et auxquelles le pétitionnaire
répond par des études appropriées permettent d’évaluer la toxicité potentielle des mais MON810.
L’essai de toxicité sub-chronique, en particulier, est réalisé avec la plante génétiquement
modifiée. Les animaux, nourris directement avec du mais MON810, sont exposés a la protéine Bt
telle quelle est présente dans ces mais. Cette étude prend donc en compte les effets que
pourraient provoquer d’éventuelles modifications si elles survenaient dans la plante. L’examen
des résultats de cette étude ne montre pas de toxicité de cette protéine pour ’homme et I'animal
ni de ces mais (cf. I'évaluation toxicologique des OGM p.5).

Extrait du rapport du Pr le Maho:

« De plus, celle produite par le MON 810 peut éventuellement étre modifiées par addition de
phosphates, de N-acétylglucosamine, ou d’hexoses, qui peuvent entrainer un changement de la
conformation spatiale de la protéine (Ahmad et al. 2006), de ses caractéristiques fonctionnelles,
voire son pouvoir pathogene éventuel (Wang et al. 2007, Pang et al. 2007, Chen et al. 2006,

Wells et al. 2004, Lidemann et al. 2005). »

Les exemples de modifications post-traductionnelles des protéines citées dans ce paragraphe
correspondent a des protéines d’origine animale ayant une fonction connue de signalisation
moléculaire. Les publications décrivent uniquement les possibilités de modifications post-
traductionnelles et évoquent leurs conséquences éventuelles mais ne démontrent pas de
modification fonctionnelle réelle.

La protéine CRY1A(b) n’a aucune fonction dans la signalisation cellulaire et agit par formation de
pores dans les cellules intestinales de certains Iépidoptéres.

Enfin, I'évaluation toxicologique « plante entiére » est mise en oeuvre pour révéler les éventuels
effets néfastes de telles modifications de la protéine.

Evaluation de la sécurité de la protéine CRY1A(b)

La protéine CRY1A(b) est considérée comme ne présentant pas de risque par le SCP (Scientific
Committee on Plants) depuis 1998 et a plusieurs reprises par 'AESA et 'AFSSA depuis 2005 (cf.
annexe Il). Parmi les nombreuses études réalisées sur animaux de laboratoire et sur animaux
cibles, aucune ne fait état d'un quelconque effet néfaste qui serait lié a la consommation de
I'OGM (cf. annexe llI).

La protéine CRY1A(b) provient de Bacillus thuringiensis, une bactérie du sol, largement répandue
dans I'environnement. Isolées pour la premiere fois en 1901, les protéines dénommées CRY sont
des 8-endotoxines possédant une activité insecticide trés spécifique de leur insecte cible. Les
insecticides microbiologiques contenant des 5-endotoxines issues de Bacillus thuringiensis sont
utilisés comme une alternative a I'utilisation de pesticides chimiques en agriculture depuis 1960
(Mac Clintock et al., 1995). Aujourd’hui, plus de 150 genes cry différents sont décrits et la
nomenclature des 3-endotoxines comprend 51 classes, de CRY1 a CRY 51 (Hoéfte and Whiteley,
1989). Depuis 1987, certains de ces génes sont utilisés pour conférer, aux plantes cultivées, la
résistance a des insectes (Fischhoff et al., 1987).

La présence et l'utilisation de cette bactérie dans I'environnement de 'lhomme, lui conférent un
historique d’utilisation sans risque en agriculture depuis plus de 60 ans (Romeis ef al., 2006). En
dehors des insectes cibles, il a été démontré que les toxines de Bacillus thuringiensis (Bt)
utilisées en agriculture ne sont pas toxiques pour I'homme ou les animaux (EXTOXNET PIP,
1996). Aucune toxicité n’a été observée chez le rat, la souris, les oiseaux, le chien ou le cobaye
qui avaient regu des cristaux de protéine Bt extraite de Bacillus thuringiensis var.israelensis par
voie orale (Mayes et al., 1989) en raison de I'absence de récepteurs a ces toxines dans les
cellules épithéliales de l'intestin des mammiféres, des oiseaux et des poissons.

Des essais toxicologiques a partir des protéines CRY ont été réalisées chez les mammiféres

(pour revue, voir Betz et al., 2000). En administration chronique chez le rat de CRY1A(a),
CRY1A(b), CRY1A(c) et CRY2A(a) par voie orale (8,4 g/kg/j) pendant 13 semaines, aucun effet
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toxique n’est détecté. De méme qu’aucune toxicité de la protéine CRY1A(b) n’a été observée
dans un modéle in vitro utilisant des cellules intestinales de mammiféres en culture (Bondzio et
al., 2008).

Lors de la demande d’autorisation de renouvellement de mise sur le marché du mais MON810
examinée par 'AFSSA, le pétitionnaire a fourni les études et les analyses suivantes :

e une analyse comparative réactualisée de structure entre la protéine CRY1A(b) et les
protéines connues pour leurs propriétés toxiques, immunotoxiques ou leur activité
biologique ou pharmacologique qui ne montre pas de similarités ;

e une étude de la dégradation de la protéine in vitro, en présence de fluide gastrique
simulé, qui montre que CRY1A(b) est dégradée a 90% en moins de 2 minutes (Sanders
etal., 1998);

e une étude de toxicité aigué par voie orale réalisée avec le domaine toxique de la protéine
CRY1A(b), synthétisée par E. coli, qui montre qu'a la dose maximale administrable de
4000 mg/kg p.c./ jour, on n'observe aucun effet délétére sur les souris testées.

La marge de sécurité pour 'lhomme calculée a partir de cette dose est trés conservatrice
(de l'ordre de 107) au regard de l'exposition alimentaire estimée des adultes et des
adolescents.

Le pétitionnaire a également fourni une étude de la toxicité sub-chronique de 90 jours. Cette
étude est publiée dans une revue internationale a comité de lecture (Hammond et al., 2006). Elle
est réalisée avec des rats, selon un protocole conforme aux lignes directrices internationales, en
vue d'étudier I'effet de la consommation du mais grain MON810, incorporé a hauteur de 11 % ou
33 % dans la ration alimentaire en comparaison avec un mais témoin ayant le méme fond
génétique. Ces doses sont équivalentes a la consommation de 2.5kg de mais/jour pour un
homme de 60 kg. Les résultats qui ont fait I'objet d’'une expertise toxicologique de I'AFSSA ne
montrent pas d'effets déléteres liés a la consommation du mais portant I'événement de
transformation MON810.

Caractérisation du site d’insertion 3’ du transgéne
Extrait du rapport du Pr le Maho :

« Par rapport a la protéine Cry1A(b) produite naturellement par Bacillus thuringiensis, son
intégration au génome du mais a entrainé une recombinaison complexe (Rosati et al., 2008). »

La référence citée dans cette phrase comporte une faute de frappe dans le titre de la publication
qui pourrait induire le lecteur en erreur. En effet la référence indiquée dans la liste des
publications a pour titre :

“Characterisation of 30 transgene insertion site and derived mRNAs in MON810 YieldGard
maize.”

Alors que le titre exact est :

Characterisation of 3’ transgene insertion site and derived mRNAs in MON810 YieldGard maize.
Plant Mol Biol 67:271-281.

Les travaux de Rosati et al. (2008) précisent le site d’insertion du transgéne et confirment ceux de
Hernandez et al. (2003) qui n’avaient pas réussi a amplifier la région correspondant au site
d’insertion a partir d’ADN des lignées non transformées. Séquencant 345 pb supplémentaires en
3’, Rosati et al. identifient un locus précis sur le chromosome 5 dont les séquences sont
homologues d’'un géne de riz (Oryza sativa) codant une HECT ES3 ubiquitine ligase. Ce géne,
déja identifié par le pétitionnaire est décrit dans le dossier technique. Il n’a pas été démontré si ce
géne est fonctionnel chez le mais (Zea mays).

Les séquences obtenues en 5’ ciblent un autre locus, probablement un rétrotransposon présent
dans un locus codant des zéines de 22 kDa et plus précisément des séquences LTR (long
terminal repeat) (Holck et al., 2002). Rosati et al. 2008, qui ont également séquencé 2 kb de la
région concernée dans des plantes non transformées ne trouvent pas ce locus de zéine 22 kDa.
Les auteurs supposent que l'insertion aurait conduit a une délétion importante d’une région
génomique. Cette délétion n'a pas été caractérisée. Les auteurs confirment que linsertion est
bien unique et d’'un seul tenant, que la séquence codante CRY1A(b) est tronquée et que le
terminateur NOS a été délété. Les auteurs mentionnent eux mémes que leurs résultats sont
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partiellement en accord avec ceux décrits par le pétitionnaire (US patent 2004/0180373 A1, pub.
Date sp.16, 2004).

Rosati et al. (2008) précisent enfin que linsertion du transgéne, la délétion d’'une partie de la
construction génétique et d’'une région génomique n’ont de conséquences ni sur I'activité de la
protéine, ni sur la vigueur et le rendement des mais.

Précisons enfin que la caractérisation moléculaire de 'événement conduite par le pétitionnaire et
examinée par 'AFSSA lors de la demande de renouvellement d’autorisation de mise sur le
marché (AFSSA, 2008a), comprend des résultats expérimentaux démontrant I'insertion unique du
transgéne en une seule copie dans le génome des mais MON810. Celle-ci comprend I'analyse
des régions flanquant l'insert en 5’ et en 3, soit la recherche des phases de lecture ouverte (ORF)
de fusion, leur traduction et la comparaison des séquences avec les bases de données. Aucune
ne présente d’homologie avec une protéine décrite comme toxique, allergéne ou ayant un effet
pharmacologique.

En conclusion, les résultats de Rosati et al.(2008) ne remettent pas en cause la sécurité sanitaire
des mais MON810.

Immunogénicité de la protéine CRY1A(b)

Extrait du rapport du Pr le Maho :

«ll faut tenir compte de problemes allergiques émergents liés a de nouveaux aliments ou aux
procédés industriels dans I'alimentation (Wassenberg et al., 2007). On sait en particulier que le
Cry1Ab engendre une réponse immunitaire dans le modele rat (Kroghsbo et al., 2008). »

L’évaluation sanitaire des OGM tient précisément compte du risque allergénique de la nouvelle
protéine. L’allergénicité potentielle ne pouvant étre évaluée a partir d’'un seul test, I'approche
recommandée est celle du « poids de I'évidence » qui repose sur un faisceau d’arguments
(AESA, 2006).
Les arguments pris en compte sont les suivants :
e La source du ou des différents génes a l'origine des protéines d’intérét,
e L’absence d’homologie de séquence de la ou des protéines par rapport aux protéines
toxiques ou allergénes connues,
e |’état de glycosylation de ces protéines,
e Le temps de digestion in vitro de ces protéines en milieu gastrique et/ou intestinal simulé,
e Lateneur en protéine par rapport au poids sec des grains de mais (0.5 ug/g de CRY1A(b)
soit 0.0004% des protéines dans les grains des mais MON810).
Ces éléments sont fournis dans le dossier technique accompagnant la demande d’autorisation de
renouvellement de mise sur le marché du mais MON810. Le CES Biotechnologie a conclu
qu’aucune des données ne suggérait un caractére allergéne des mais MON810.
Notons qu’a ce jour, aucun cas d’allergie qui serait lié a la consommation de produits contenant la
protéine CRY1A(b) n’a été rapporté.

Kroghsbo et al. (2008) montrent que la protéine Bt utilisée pure dans I'expérience induit une
réponse immune spécifique par inhalation. Ce constat n’est pas nouveau, il avait déja été
démontré en 1999 que la protéine CRY1A(c) (méme famille) administrée a des souris par voie
intrapéritonéale ou orale induit une réponse anticorps systémique et mucosale (Vazquez et al.,
1999).

La production d’'lgG qui est constatée suite a I'inhalation par les souris de la protéine Bt pure
(0.1% de la ration) n’est pas révélatrice d’'un effet physiologique néfaste pour ’lhomme et I'animal.
Kroghsbo et al., (2008) ne linterprétent pas ainsi et concluent que par comparaison avec le
contrdle positif (la lectine PHA-E), la protéine Bt n’induit pas d’effet immunotoxique.

D’autres protéines peuvent provoquer une réponse IgG in vivo dans des essais pour animaux
(Chen et al. 2001 ; Dearman et al., 2003) sans pour autant étre des protéines toxiques ou
allergénes. Kroghsbo et al. n‘'ont pas recherché le taux d'IGE qui aurait été plus adapté a
I’évaluation de l'allergénicité.
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Evaluation toxicologique des OGM
Le rapport du Pr le Maho critique a plusieurs reprises I'évaluation toxicologique des OGM et
remet en cause le choix et la durée des essais sur animaux qui sont préconisés par 'AESA dans
ses lignes directrices.
Ainsi il écrit en conclusion :
= «La durée des tests toxicologiques est insuffisante et ils devraient étre conduits sur
différents modéles animaux.
= [es tests de toxicologie suivis pour I'évaluation des plantes transgéniques ne couvrent
pas les nouveaux domaines de la santé (maladies a prions, oncologie).
En l'absence de tests sur le long terme de la protéine dans la configuration obtenue réellement
produite par le MON 810, le principe de précaution devrait prévaloir. »

Dés sa création 'AFSSA s’est penchée sur I'établissement de Lignes Directrices (LD) définissant
une stratégie d’évaluation de la sécurité des OGM (AFSSA, 2000).

Dans cette méme optique, I'évaluation de la sécurité selon les LD de I'AESA comporte une série
d’études complémentaires qui visent a mettre en évidence la possible présence d’un effet néfaste
dd a la consommation de l'aliment ou de ses dérivés. Les points critiques de I'évaluation
concernent l'analyse de linsertion du transgéne dans le génome, la nature du produit du
transgene, la non-équivalence de composition chimique, I'observation d’effets déléteres lors des
études de toxicité aigué et sub-chronique et la non-équivalence nutritionnelle lors de I'étude sur
animal cible (AESA, 2006).

Lors de I'évaluation toxicologique, trois types d’études peuvent étre mises en oeuvre :

e une étude de toxicologie aigué par administration unique qui a pour objectif de renseigner
sur une éventuelle toxicité intrinséque de la protéine ;

e un étude de toxicologie sub-chronique 90 jours chez le rat (normes OCDE) afin de juger
si la plante entiére, telle que consommée par 'homme ou I'animal, pourrait générer des
effets toxiques ;

e une étude de la valeur alimentaire et de la tolérance sur une ou plusieurs espéces cibles
qui apporte des informations complémentaires par rapport a I'étude de toxicité par
administration répétée.

Les essais de toxicité sub-chronique sont destinés a évaluer les effets potentiels d’une
consommation réitérée d’'un produit par 'lhomme ou 'animal et les effets toxiques inattendus ou
non intentionnels qui ne se seraient pas révélés par I'analyse chimique ou par les études de
toxicité aigué.

La durée de I'étude de toxicité sub-chronique (90 jours chez le rat) résulte d’'un choix entre les
durées minimales (14 jours) et maximales chez le rongeur (6 mois) appliquées pour le
médicament. Un essai d’'une durée supérieure ne se justifie que dans les cas de recherche d'un
effet cancérigene (2 ans chez le rat).

L’intérét des études sur animaux de laboratoire dans le cadre de I'évaluation de la sécurité
d’aliment composé ou issu dOGM, a déja fait I'objet d’'un avis de 'AFSSA qui apporte des
éléments d’éclairage sur le choix de la durée des essais sur les animaux (AFSSA, 2002 ; AFSSA
2008b). Ce sujet a également été discuté et documenté dans un récent rapport du panel OGM
(AESA, 2008Db).

La capacité des études sub-chronique de 90 jours a détecter un effet toxique potentiel a été
confirmée. Cette durée est considérée suffisante pour permettre I'identification d’effets liés a des
composés qui provoqueraient des désordres toxicologiques suite & une exposition chronique
(Munro et al., 1999). L’étude de toxicité sub-chronique de 90 jours constitue une balise (ou essai
sentinelle) (AESA, 2008b, Knudsen and Poulsen, 2007, Knudsen et al. 2008) qui peut aboutir a
une demande d’essais complémentaires en cas de résultats positifs ou de doutes fondés sur les
principes habituels de I'évaluation de la sécurité des OGM.

C’est donc bien au vu de I'ensemble des données, que 'AESA et TAFSSA évaluent la sécurité
sanitaire de 'OGM et de ses produits dérivés pour la consommation humaine et animale et, au
cas par cas, jugent de la nécessité de compléter les études produites par les industriels.
L’AFSSA recommande fortement la mise en ceuvre d’'une étude de toxicité sub-chronique de 90
jours chez le rat pour les événements primaires de transformation génétique (AFSSA, 2008b).
Les études de toxicité in vivo (a partir de la protéine ou de l'aliment) sont réalisées chez les
animaux de laboratoire de type rongeurs (rat ou souris) en accord avec les protocoles OCDE.
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L’utilisation d’animaux de type non rongeurs (lapin) est recommandé lorsqu’il est nécessaire de
mettre en évidence des effets sur la reproduction et/ou sur le développement.

En rapport avec la capacité des essais chez les rongeurs a détecter d’éventuels effets
cancérigéenes :

« Les études toxicologiques doivent désormais également viser la recherche des oncogénes. Les
tests sur animaux nouveau-nés sont aussi, et ce depuis longtemps, mis en oeuvre en oncologie
virale et non-virale. lls ont ainsi permis de découvrir les oncogénes, qui sont la cause de trés
nombreux cancers chez I'étre humain (Gelman et al., 1993 ; Bonham et al., 1992; Hassan et
al.,1990; Darlix et al., 2007). »

L’évaluation de la sécurité sanitaire d'un OGM prend en compte la recherche d’'un éventuel effet
toxique non-intentionnel et inattendu d’'une consommation réguliére de 'OGM ou de ses produits
dérivés. De tels effets pourraient étre liés : aux produits d’expression du géne, a ses métabolites
et ses produits de dégradation ; a la surproduction d’un produit toxique existant naturellement
dans les plantes (type alcaloide...) enfin, a la présence de nouveaux métabolites ou de résidus
issus du traitement de la plante par un herbicide. L’analyse des OGM évalués jusqu’alors par
I’AFSSA montre que les effets de ces composés, présents a trés faible concentration dans 'OGM
et donc dans l'aliment consommé, sont bien documentés et qu’a ce jour aucun n’a été considéré
comme évocateur d’un potentiel cancérogéne.

Des études toxicologiques d’une durée supérieure a 90 jours ou visant des fonctions spécifiques
telles que la reproduction et le développement peuvent étre demandées en fonction de :
¢ |a nature de la ou des protéines d’intérét exprimées,
e des risques spécifiques liés (e.g. gossypol pour le coton, phytoestrogénes du soja) a
I'exposition potentielle,
e de la nature et de l'importance quantitative des différences de composition chimique
observées entre 'OGM et son témoin non-GM,
o des résultats des autres aspects de I'évaluation (alimentarité et toxicité sub-chronique 90
jours).

Les références citées a l'appui des affirmations du Pr le Maho concernent la découverte
d’'oncogénes viraux ou non viraux impliqués dans le contréle du cycle cellulaire. Cette situation
n’est pas comparable au géne codant la toxine CRY1A(b) qui lui n’est pas connu pour avoir un
réle sur le contrdle de la croissance ou de la division cellulaire.

Quant aux tests sur animaux nouveaux neés (juvéniles), ils n'ont été que récemment proposés
pour des médicaments a visée pédiatrique. lls n’ont aucun caractére systématique.

En rapport avec la capacité des essais a appréhender les champs nouveaux de la
recherche :

« Les tests de toxicologie mis en oeuvre sur la protéine Cry1A(b) sont loin de couvrir les champs
de recherche nouveaux qui ont été révélés lors des récentes études sur les maladies a prions
(CJD, maladie de la vache folle, tremblante du mouton ; contaminations et transplantations), qui
ont eu un impact mondial important avec des effets néfastes sur la santé humaine et animale a
cause de nouveaux procédés utilisés en agriculture, et qui sont liees & des modifications de
conformation de protéines.

En effet la protéine recombinante (Cry1A(b) n’a pas été testée selon les méthodes en cours dans
le domaine de la recherche sur les prions (rats nouveau-nés et injections IC ou IP ; puis études
de 120 a 300 jours minimum) (Liberski et Brown, 2007 ; Unterberger et Voigtldnder, 2007). On se
doit de souligner que de telles études auraient permis d’éviter la crise de « la vache folle », et plus
récemment de celle de 'hormone de croissance touchant les jeunes enfants (Lewis et al., 2006 ;
Pauli, 2005). »

Ce paragraphe fait un lien entre la protéine CRY1A(b) et les maladies a prion (tremblante du
mouton, CJD) avec références a des publications concernant ces domaines.

La connaissance des maladies a prion (biochimie et mode d’action des protéines PrP) ne permet
pas de faire un tel lien. Dans le cas des maladies a prions, une protéine homologue de la protéine
responsable de la maladie est présente dans les cellules de I'héte. La sensibilité de I'hote parait
méme conditionnée par le degré d’homologie de séquence ou de conformation de la protéine PrP
de I'héte avec la protéine PrP de I'organisme donneur infecté. Il n’existe pas de lien entre la
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structure de la protéine recombinante CRY1A(b) d'origine bactérienne et la protéine PrP des
mammiféres. De plus, les consommateurs de mais n’expriment pas le géne Cry1A(b), ni toute
autre protéine homologue de protéines CRY.

L’épizootie d’Encéphalopathie Spongiforme Bovine est liée a un recyclage de I'agent infectieux au
sein de la méme espece par l'utilisation dans son alimentation des farines de viandes et d’os
contaminées ; quant aux cas de MCJ liés a 'hormone de croissance, des lots d’hormones ont été
contaminés par I'agent de la maladie de Creutzfeldt-jakob (agent déja adapté a 'lhomme) car
extrait de personnes atteintes de cette pathologie.

Des inoculations d’échantillons, provenant d’animaux expérimentalement infectés, a des rongeurs
de laboratoire sont utilisées en recherche sur les maladies a prions. lls ne constituent, en aucun
cas, un moyen de dépistage utilisable en routine a partir de n’importe quelle matrice qui aurait pu
prévenir 'apparition des maladies a prions.

En outre, dans lI'exemple des cas de MCJ iatrogenes dues a I'hormone de croissance
contaminée, c’est grace a l'utilisation d’'une hormone de croissance recombinante que le risque
de transmission de la maladie de Creutzfeldt-Jakob a pu étre éliminé.

Indépendance des études toxicologiques

« Dans ce contexte, de tels tests (test toxicologiques) devraient étre entrepris de maniere
totalement indépendante de l'entreprise et en double aveugle. Une fois les résultats obtenus,
ceux-ci devraient étre rendus publics. »

« Par ailleurs, les scientifiques devraient avoir acces aux données originales sur les tests
toxicologiques qui ont été utilisés. Bloquer leur diffusion, comme cela s’est produit dans les
années précédentes en ce qui concerne les résultats des tests sur les rats nourris ou non avec du
mais MON 863, empéche I'avancée des connaissances scientifiques et est d’ailleurs contraire a
la législation européenne (en patrticulier, a la Directive CEE/2001/18) et frangaise. »

Les études toxicologiques fournies par les pétitionnaires a I'appui des demandes d’autorisation de
mise sur le marché sont réalisées par des sociétés spécialisées extérieures au commanditaire
sous statut BPL, mettant en ceuvre des protocoles normés par des instances internationales
(OCDE et EMEA). Les modalités de mise en ceuvre de ces études sont celles appliquées a
I’évaluation de la sécurité du médicament. Le principe et les contraintes des BPL permettent
d’assurer la tracgabilité de toutes les données des études et d’en garantir 'authenticité. Ces
laboratoires sont régulierement controlés par des inspecteurs mandatés par une autorité
nationale. A ce jour, les études de sécurité non clinique relatives a des médicaments ne sont pas
réalisées selon la méthode du double insu.

Les évaluateurs disposent de toutes les données brutes dans les dossiers. Le contenu de ces
dossiers est confidentiel et non pas secret. Le pétitionnaire dispose du droit au respect de la
propriété intellectuelle et la diffusion de telles données dans le public ne peut se faire que si ce
droit est garanti.

Remise en cause des analyses statistiques

« En outre, la puissance des méthodes statistiques utilisées est discutable, car elles apparaissent
tres peu sensibles aux différences, méme si certaines d’entre elles sont significatives. »

« En réexaminant ces résultats, Séralini et al. (2007) ont mis en évidence des différentes de
variation de poids entre rats méales et femelles, ainsi que des signes de toxicité hépatorénale. Une
étude soutenue par l'entreprise (Doull et al., 2007) a ensuite contesté cette interprétation en
arguant qu’'une relation dose-effet n'avait pas été mise en évidence et parce que les résultats

différaient en fonction du sexe. »

L’auteur évoque le réexamen des données toxicologiques qui concernaient les mais MON863. Ce
ré-examen, effectué par Séralini et al. (2007) correspond a la mise en ceuvre de méthodes
statistiques différentes aboutissant aux mémes résultats. Ce qui difféere chez Séralini et al. (2007)
porte sur l'interprétation qui a été faite de ces différences.

L’AESA, la CGB (Commission de Génie Moléculaire) et '’AFSSA ont chacune émis un avis sur la
publication de Séralini et al. et toutes concluent que cette nouvelle analyse ne remet pas en
cause les précédents avis sur MON863 (AFSSA, 2007 ; AESA, 2007 ; CGB, 2007). Les trois avis
ne sont pas cités dans le rapport du Pr le Maho.
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Lors de I'élaboration de leurs Lignes Directrices, IAFSSA et TAESA ont élaboré des documents
détaillés sur la conduite de l'analyse statistique des données (AESA, 2008a; AFSSA, 2002).
Lorsque I'évaluation met en évidence une insuffisance ou une absence de données, le dossier est
rejeté (cf. les avis publics de ’AFSSA concernant les OGM).

CONCLUSION de I’Agence Francgaise de sécurité sanitaire des aliments :
L’AFSSA considére que les éléments du rapport du Pr le Maho relatifs a I'évaluation des risques
relevant de la compétence de 'AFSSA n’apporte aucun élément nouveau qui remettrait en cause
la sécurité sanitaire des mais portant I'événement MON810.
Le dossier technique accompagnant la demande de mise sur le marché satisfait a tous les requis
des lignes directrices européennes :
e leur équivalence substantielle a été démontrée,
e les études toxicologiques dont une étude de toxicité sub-chronique chez le rat,
n’identifient pas d’effet néfaste lié a la consommation de ces mais,
e de nombreuses études complémentaires sur espéces cibles (annexe Il) ont été réalisées
sans mettre en évidence une quelconque toxicité.

Les données de consommation et d’exposition des mais MON810 sur une période de plus de 10
ans sont informatives méme s’il N’y a pas de déclaration systématique des effets indésirables
potentiels dans les animaux d’élevage. Les mais MON810 viennent d’étre réévalués positivement
par 'AFSSA (AFSSA, 2008a) et par TAESA.

Aprés analyse du rapport du Pr le Maho, le groupe scientifique GMO de I’AESA conclut qu’en
termes de risques pour la santé humaine et animale, 'ensemble des informations fournies ne
présente aucune nouvelle preuve scientifique qui pourrait invalider les évaluations antérieures
des risques du mais MON810 (AESA, 2008c).

Les critiques formulées dans le rapport du Pr le Maho ne conduisent pas a remettre en cause la

démarche établie par 'AFSSA pour I'évaluation du risque toxicologique des OGM en matiere
alimentaire.

Mots clés : OGM, MON810, Pr le Maho.
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ANNEXE I
Maisons-Alfort, le 30 avril 2008

AVIS

de I’Agence francgaise de sécurité sanitaire des aliments
relatif a une demande de renouvellement de mise sur le marché du mais
génétiquement modifié MON 810, résistant aux Iépidoptéres, pour I'importation, la
transformation, ainsi que I'utilisation en alimentation humaine et animale de ses
produits dérivés, au titre du réeglement (CE) n°1829/2003.

L'Agence francgaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA) a été saisie le 27 février 2008 par
la Direction générale de concurrence, de la consommation et de la répression des fraudes d'une
demande d’avis relatif a une demande de renouvellement de mise sur le marché du mais
génétiquement modifié MON 810, résistant aux Iépidoptéres, pour l'importation, la transformation,
ainsi que l'utilisation en alimentation humaine et animale de ses produits dérivés, au titre du
réglement (CE) n°1829/2003.

Conformément au Réglement (CE) n°1829/2003, notamment aux articles 6 et 18, I'Autorité
européenne de sécurité des aliments (AESA) est chargée de procéder a I'évaluation des dossiers
concernant les denrées alimentaires et les aliments pour animaux, génétiquement modifiés et de
rendre un avis a la Commission européenne. L'AESA a cependant décidé de permettre aux Etats-
membres de faire connaitre leurs observations sur le dossier initial. C'est dans ce cadre que la
DGCCREF a sollicité 'avis de 'AFSSA.

Aprés consultation du Comité d'experts spécialisé "Biotechnologie", réuni le 17 avril 2008,
I'Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments émet 'avis suivant :

(A) Information générale

La demande concerne I'examen d’'un dossier en vue du renouvellement d’'une autorisation
de mise sur le marché pour I'importation et 'utilisation en alimentation humaine et animale
des produits dérivés du mais génétiquement modifie¢ MON 810, résistant aux lépidoptéres.
Les mais portant 'événement MON810 ont été autorisés pour la culture et I'alimentation
animale en avril 1998 au titre de la directive 90/220 (remplacée par la directive 2001/18).
Les produits dérivés des mais portant I'‘événement MON810 ont été autorisés en
alimentation humaine et animale en février 1998 au titre du réglement 258/97 (remplacé par
le réglement N°1829/2003). En juillet 2004, les mais portant I'événement MON 810 et leurs
produits dérivés destinés a l'alimentation humaine et animale ont été notifiés selon les
articles 8 et 20 de la directive N°1829/2003 et inscrits sur le registre communautaire en avril
2005.

La présente demande vise a renouveler I'ensemble des autorisations existantes qui sont
arrivées a échéance aprés 10 ans selon les articles 8 et 20 du réglement communautaire
N°1829/2003. L'évaluation des risques environnementaux des OGM en rapport avec leur
culture n'entre pas dans le champ de compétence de I'AFSSA et le présent avis est relatif a
la sécurité alimentaire des mais portant I'événement MON810.

Des informations concernant le mais portant | ‘événement MON810 ont déja été examinées
par TAFSSA dans le cadre de I'évaluation pour la mise sur le marché d’hybrides contenant
I'événement MONB810, soit les mais T25xMON810, NK603xMON810, LY038xMON810,
MON88017xMON810, MON810xMONS863.

Les mais MON 810 contiennent le géne codant le domaine toxique de la protéine CRY1Ab
issue de Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki. Cette protéine a la propriété de créer des
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pores dans les cellules intestinales de certains Iépidopteres conduisant a la perturbation du
systéme d’absorption intestinal. Le domaine de CRY1Ab exprimé est toxique pour la pyrale
(Ostrinia nubilalis ou European corn borer) et la sésamie (Sesamia non agroides ou
Mediterranean Corn Borer).

Les mais portant I'événement MON 810 sont commercialisés depuis 1997 aux USA. Par la
suite, ils ont été cultivés dans de nombreux pays (Canada, Argentine, Afrique du Sud,
Uruguay, Philippines, Espagne, France, Allemagne, République Tchéque, Portugal,
Slovaquie).

(1)

(1)

(2)

Informations relatives a la modification génétique
L'événement MON810 résulte de la régénération de la plante entiére a partir d’'un cal de
mais (variété B73) transformé par biolistique. L’ADN utilisé pour la transformation est le
plasmide PV-ZMBKO07 et le plasmide PV-ZMGT10.
Le plasmide PV-ZMBKO7 est constitué de I'origine de réplication plasmidique Ori ; du
géne bactérien Nptll conférant la résistance a la kanamycine; dune cassette
d’expression chimérique de 4,9 kb contenant :
e le promoteur gouvernant la synthése de 'ARN 35S du virus de la mosaique du
chou-fleur avec deux copies de sa séquence enhancer,
e [lintron du géne ZmHsp70 du mais,
e la séquence, optimisée pour le végétal, codant un variant de la toxine CRY1Ab
de Bacillus thuringiensis subsp. Kurstaki souche HD1,
e le terminateur de transcription du géne d’A. tumefaciens codant la nopaline-
synthase .
Le plasmide PV-ZMGT10 est constitué de I'origine de réplication Ori d’E. coli, du géne
bactérien Nptll, et de deux cassettes devant permettre I'expression :
e de la protéine CP4 EPSPS provenant Agrobacterium tumefaciens
e de Ila protéine GOX (glyphosate oxydoréductase) de la souche LBAA
d’Ochrobactrum anthropi
La fonction de ces deux protéines dans le mais devait leur assurer une tolérance au
glyphosate par 2 mécanismes : synthése d’'une EPSPS (enzyme cible du glyphosate)
insensible a cet herbicide et synthése d’'une Glyphosate Oxydoréductase inactivant les
molécules de glyphosate.

Pour autant, I'événement MONB810 ne correspond pas a [lintégration des deux
plasmides ; seul un fragment provenant du plasmide PV-ZMBKO07 s’est intégré dans son
génome (fraction du géne chimérique Cry1A(b)).

Informations relatives a la plante génétiquement modifiée

L’événement MON 810 ne porte qu’un fragment du plasmide PV-ZMBKO7 comportant le
gene cry1Ab qui confere la résistance a certains lépidoptéres.

Considérant que les analyses de type Southern, utilisant une large gamme d’enzymes de
restriction et de sondes correspondant a chacun des 2 plasmides, montrent que la lignée
MONS810 est dépourvue des séquences ori et des génes nptll ainsi que de tout fragment
issu du plasmide PV-ZMGT10 (génes gox et cp4 epsps) ;
Considérant que la séquence compléte de l'insertion et de ses bordures 5’ et 3’ ont été
générées et leurs analyses ont permis d’établir que 'ADN introduit couvre moins de 3,6
kb correspondant a :
o 307 pb dérivées du enhancer/promoteur 35S du CaMV (dont la moitié 5’ n’a pas
été intégrée),
e ['ensemble des 803 pb correspondant a l'intron du géne Hsp70 de mais,
o les premiéres 2448 pb codant pour les 801 premiers acides aminés de la
séquence compléte de Cry1Ab (1151 acides aminés).
Aucune séquence de terminaison particuliere n’est retrouvée pour mettre fin a la
transcription du transgéne, le terminateur nos prévu dans la construction n’ayant pas été
intégré lors de I'événement de transformation MON810.
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La protéine CRY1Ab exprimée par le géne chimérique est tronquée par rapport a la
cassette d’expression initiale mais conféere néanmoins au mais transformé MON810, la
résistance attendue a certains insectes de la famille des lépidoptéres.

Considérant que les résultats des analyses moléculaires montrent que le mais MON810
contient une seule copie du fragment introduit, que l'insertion est unique dans le génome
nucléaire du mais ;

Considérant que les régions en amont et en aval de l'insert ont été séquencées en 2001
et qu’en 2005 et 2007, de nouvelles séquences ont été produites et comparées avec les
séquences répertoriées dans les bases de données publiques ; les résultats de ces
analyses montrent :

e Au niveau de la jonction amont ou 5’, la séquence ADN contient 5 ORF (phase
de lecture ouverte) potentielles de 15 a 80 acides aminés. La comparaison de
la séquence de chacun des 5 polypeptides avec celles répertoriées dans les
bases de données ne montre aucune homologie avec une protéine toxique,
allergéne ou ayant un effet pharmacologique. En outre, rien n’indique que cette
région de jonction sera transcrite et traduite.

e Au niveau de la jonction aval ou 3’, la séquence ADN de jonction contient 6
ORF potentielles et la comparaison de la séquence de chacun des 6
polypeptides avec celles répertoriées dans les bases de données ne montre
aucune homologie avec une protéine toxique, allergéne ou ayant un effet
pharmacologique. Selon les analyses de 2005, I'ORF la plus longue (278
acides aminés) est similaire a une protéine de riz définie comme une « HECT
ubiquitin protein ligase ». L’insertion se situe dans l'exon 7 de ce geéne
potentiel.

Informations relatives a I'expression des produits de géne
Considérant que les teneurs de la protéine CRY1Ab ont été mesurés par ELISA dans les
différents tissus de la plante (feuille, fourrage, grain) a partir de mais MON810 cultivées
sur 6 sites aux Etats-Unis en 1994 et & partir de mais MON810 et d’hybrides MON810
cultivés en Europe en 1995 ;

Considérant que les teneurs moyennes mesurées dans les grains et dans les feuilles sont
présentées dans le tableau 1.

Tableau 1 : Teneurs moyennes en protéine CRY1Ab mesurée dans des variétés de mais
portant 'événement MON810 en pg/g de poids frais, () étendue des valeurs

MON810 MON810 Hybride MON810

USA 1994 Europe 1995 Europe 1995
Feuille | 9,35 (7,93-10,34) 8,60 (7,59-9,39) 9,26 (8,20-10,51)
Grain 0,31 (0,19-0,39) 0,53 (0,42-0,69) 0,46 (0,35-0,60)

Informations relatives a la stabilité génétique de l'insert et a la stabilité
phénotypique de son expression

Considérant que la stabilité génétique de linsert présent dans le mais portant
I'événement MON810 a été vérifiée par Southern et que la stabilité phénotypique a été
vérifiée notamment par la toxicité des mais portant 'événement MON810 envers les
pyrales et les sésamies qui en consomment.

Considérant que les résultats de ces analyses effectuées sur 7 générations de
croisements avec le parent récurrent (B73), et 6 générations de croisements avec une
autre lignée (MO17) ont confirmé la stabilit¢ de linsert et du phénotype dans la
descendance et montre une hérédité mendélienne classique d’un caractére dominant ;

Informations relatives aux effets toxiques, allergiques, et autres effets délétéres
pour la santé humaine et animale

Plusieurs études visant a comparer la composition chimique des mais portant
I'événement MONB810 a celle de ses témoins ont été réalisées et sont résumées dans le
tableau 2.
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Tableau 2: Description des différents essais et parameétres mesurés dans les études de
comparaison de la composition chimique des mais portant I'événement MON810 par rapport a
celle de ses témoins.

Date. lieu 1994 USA 1995 France 1995 France Italie | 1995 France Italie
’ 6 sites 4 sites 3 sites 5 sites (2)
Evénement | MON 810 MON 810 MON 810 hybride MON810,
Témoin MON 818 MON 820 MON 820 hybride contrdle
Tissu grain grain plante entiére Grain et plante
(fourrage) entiére (fourrage)
6 parameétres 5 paramétres 6 paramétres 6 parameétres
proximaux (1) proximaux (1) proximaux (1) proximaux (1)
18 acides aminés 18 acides 2 Fibres 18 acides aminés
Paramétres | 5 acides gras aminés (NDF,ADF) 8 acides gras
mesurés Fibres 9 acides gras 2 Fibres (NDF,
Acide phytique 2 Fibres ADF)
Calcium, (NDF,ADF)
Phosphore

(1) Les paramétres proximaux sont : teneur en cendres, teneur en eau, matiére séche,
hydrates de carbone, lipides, protéines, calories.
(2) Les données ont été mesurées par spectrométrie infrarouge.

Considérant que l'analyse statistique (analyse de variance) des valeurs des différents
paramétres montre des différences statistiquement significatives de fagon sporadique
mais que les teneurs observées restent dans la gamme des valeurs mesurées chez le
mais ; ces études conduisent toutes a démontrer I'équivalence en substance entre des
mais portant 'événement MON810 et les mais témoins ;

Considérant les analyses de composition chimique réalisées dans le cadre de demande
d’autorisation de mise sur le marché d’hybride dont 'un des parents est MON810 ;
certaines de ces demandes ont été examinées par le CES Biotechnologie qui a conclu a
une équivalence en substance entre I'hybride et son témoin notamment pour
NK603xMON810 (avis du 13 septembre 2005), LYO38xMON810 (avis du 5 juin 2007),
MON88017xMON810 (avis du 3 mai 2007) ;

(7.4) Analyse comparative des caractéres agronomiques
Considérant que de nombreuses analyses des caractéres agronomiques et
phénotypiques depuis 1994 ont été menées et que tous les résultats montrent qu'il n'y a
pas de différences entre les plantes génétiquement modifiées et les plantes témoins a
I'exception de la résistance aux |épidoptéres ;
Considérant qu’il a été montré par ailleurs que la culture des mais résistants aux
ravageurs insectes permet de diminuer la teneur en mycotoxines (fumonisines)
consécutive a la contamination et au développement de champignons favorisés par les
attaques d'insectes (AFSSA, 2004)? ;

(7.4) Effet du procédé de traitement
Considérant que le dossier technique fournit un descriptif général des différentes
catégories de produits dérivés produits a partir des grains de mais mais qu'il n'apporte
aucun élément sur le devenir et les teneurs en protéine CRY1Ab ;

(7.8) Toxicologie

(7.8.1) Evaluation de la sécurité de la protéine CRY1Ab
La protéine CRY1Ab a été considérée comme ne présentant pas de risque par le SCP en
1998 et a plusieurs reprises par 'EFSA et TAFSSA depuis 2005. L’analyse de la toxicité

2 AFSSA, 2004 OGM et alimentation : peut-on identifier et évaluer des bénéfices pour la santé.
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des protéines CRY ou Bt a fait 'objet d’'une revue (Betz et al., 20003) concluant a la non
toxicité pour ’lhomme.
Considérant les éléments suivants :

v la protéine CRY1Ab provient de Bacillus thuringiensis, une bactérie naturelle du
sol, largement répandue

v' l'absence de récepteurs pour les protéines CRY chez les mammiféres, les
oiseaux et les poissons,

v la présence a I'état naturel de cette protéine dans I'environnement de 'homme, y
compris dans son alimentation,

v" CRY1Ab ne présente pas de similarit¢é de structure avec des protéines
répertoriées dans des bases de données internationales, connues pour leurs
propriétés toxiques, immunotoxiques ou leur activité biologique ou
pharmacologique chez I'homme et les animaux, autres que des propriétés
toxiques envers certains Iépidopteres pour lesquelles elle a été sélectionnée, les
analyses BLAST ont été réactualisées en 2004 et 2007 ;

v/ une étude de toxicité aigué par voie orale réalisée avec le domaine toxique de la
protéine CRY1Ab, synthétisée par E. coli montre qu'a la dose maximale
administrable de 4000 mg/kg p.c./ jour, on n'observe aucun effet délétére sur les
souris testées ;

v' les marges de sécurité calculées pour 'homme a partir de la dose unique
maximale et en tenant compte de la teneur maximale en protéine CRY1Ab dans
le grain de mais, est trés protectrice (de I'ordre de 10”) au regard de I'exposition
alimentaire estimée des adultes et des adolescents ;

Considérant que I'étude de toxicité aigué a été réalisée avec le domaine toxique de la
protéine, produite dans E. coli, qui comporte 350 acides aminés de plus que le domaine
de la protéine exprimé dans les mais portant I'événement MON810.

(7.8.2) Etude de la toxicité subchronique
Considérant qu'une étude de toxicité subchronique (90 jours) a été réalisée, selon un
protocole conforme aux lignes directrices internationales, avec des rats des deux sexes
(20 animaux de chaque sexe par traitement) en vue d'étudier I'effet de la consommation
du mais grain MON810, incorporé a hauteur de 11 % ou 33 % dans la ration alimentaire
en comparaison avec un mais témoin (incorporé a hauteur de 33% dans la ration) ayant
le méme fond génétique ;

Considérant que la composition chimique du grain de mais MON810 administré aux
animaux a été déterminée et est conforme aux résultats de I'analyse de composition
présentée ci-dessus (voir 7.1-3) ;

Considérant que [I'état clinique général, I'évolution pondérale, la consommation
alimentaire, les paramétres hématologiques, biochimiques sanguins et urinaires ont été
mesurés aprés 5 et 14 semaines et qu'au sacrifice des animaux a 14 semaines, des
observations macroscopiques et microscopiques des organes ont été effectuées ;

Considérant que :

- I'évolution pondérale et I'efficacité de I'aliment ne sont pas affectées chez les animaux
nourris avec le régime a base de mais MON810 comparées a celles des animaux
nourris avec le mais témoin ;

- certains paramétres hématologiques et de biochimie sanguine varient mais sont
inconsistants entre les sexes, ces observations ne permettent pas de conclure a une
signification toxicologique ;

- de méme quelques parameétres sont significativement différents entre les groupes :
certaines de ces différences significatives observées entre les animaux nourris a base
de mais MONB810 et ceux recevant le mais témoin ne sont pas retrouvées en
comparant avec les animaux nourris a base de mais conventionnels. Ces variations
ne peuvent donc étre directement reliées a la nature du régime alimentaire et sont
sans signification toxicologique ;

? Betz FS, Hammond BG and Fuchs, Safety and advantages of Bacillus thuringiensis-protected plants to control insect
pests. (2000) Regul. Tox.Pharma., 32, 156-173.
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- l'analyse histologique des organes ne montre aucune altération et différence entre les
animaux nourris avec le régime a base de mais MON 810 et les animaux nourris avec
le mais témoin ;

(7.9) Allergénicité
L’allergénicité de CRY1Ab a déja été considérée a plusieurs reprises (SCP en 1998,
EFSA, AFSSA) lors de I'évaluation d’autres mais et espéces végétales génétiquement
modifiés exprimant cette protéine ;

Considérant que I'évaluation de I'allergénicité de la protéine CRY1Ab repose sur les
éléments suivants :

v Cry1A(b) est issu d’'un organisme qui n'est pas connu comme une source

d’allergéne

v' la recherche d'identité (réactualisée en 2005 et 2007) de séquence des acides

aminés de la protéine CRY1Ab (comparaison de séquences de 80 acides aminés
et recherche de 8 acides aminés contigus) avec des séquences de protéines
connues pour étre allergénes n'a pas mis en évidence de telles identités,

v' la protéine CRY1Ab est sensible a la protéolyse par la pepsine en milieu acide
(fluide gastrique simulé), elle est digérée a 90% apres 2 minutes d’incubation,
CRY1Ab n’est pas N-glycosylée,
la concentration de CRY1A est faible dans le grain (0,5ug/g soit 0,0004% des
protéines du grain).

AN

Considérant qu'il convient de noter que ces données (résultats de dégradation, digestion
in vitro des protéines et comparaison de séquences) ne suffisent pas, pour autant, a
conclure de fagon certaine a l'absence d'un potentiel toxique et allergénique mais, qu'en
I'état actuel des connaissances, une telle certitude ne pourrait étre obtenue pour aucune
protéine ;

(7.10) Evaluation nutritionnelle

Considérant qu'une étude d'alimentarité a été réalisée chez des poulets (80 méles et 80
femelles par traitement, 8 traitements) nourris pendant 42 jours avec deux régimes
[correspondant aux périodes de démarrage (0-21 jours), de croissanceffinition 21-42
jours)] a base de mais MON 810 (54 et 60 %) en comparaison avec des poulets nourris
dans les mémes conditions avec du mais témoin ayant le méme fond génétique et 4
variétés commerciales de mais cultivées aux Etats-Unis en 1999 ;

Considérant que I'équivalence de composition chimique entre le mais MON 810 et les
mais témoin et contréles et les teneurs en 19 mycotoxines4 et 4 pesticides des rations ont
été vérifiées ;

Considérant que les observations ont porté sur 8 paramétres zootechniques, 6 données
de découpe et 3x2 données de composition des muscles (cuisse et pectoral) et que le
taux de mortalité enregistré au cours de I'expérimentation n’est pas lié au traitement ;

Considérant que les résultats, aprés analyse statistique, montrent qu'on observe aucune
différence due aux traitements entre les animaux nourris avec le mais MON810 et le mais
témoin ou les variétés commerciales testées pour ce qui concerne les paramétres
mesurés et décrits ci-dessus ;

Considérant que, sur la base de l'analyse de ces résultats, on peut conclure a une
équivalence nutritionnelle du mais grain MON810 avec son témoin non génétiquement
modifié,

* 11 convient de noter que le taux en fumonisines B1 est significativement plus faible dans le mais MON 810 que dans le
mais témoin.
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Considérant que parmi les nombreuses études (voir annexe 1) réalisées chez d’autres
especes (porc, saumon, vache laitiere, bouvillon) aucune n’évoque une quelconque
toxicité ou différence d’alimentarité entre les mais portant 'événement MON 810 et leurs
témoins ;

Malgré une présentation confuse des données dans le dossier technique, I'Agence Francaise de
Sécurité Sanitaire des Aliments considére que :

>

>

I'analyse moléculaire du mais portant 'événement MON810 caractérise I'événement de
transformation,

l'analyse de composition ne met pas en évidence de différence significative
compromettant I'équivalence en substance du mais MON810 par rapport au mais témoin
et aux variétés de mais conventionnelles,

I'étude de toxicité subchronique réalisée chez le rat pendant 90 jours ne met pas en
évidence d'effets délétéres liés a la consommation du mais portant 'événement MON810,
I'étude d'alimentarité réalisée chez le poulet ne met pas en évidence de différences
nutritionnelles entre le grain de mais MON810 et le grain de mais témoin.

En conséquence, I'Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments estime, qu’au regard des
données présentées dans le dossier dont certaines ont été réactualisées et des nombreuses
données publiées dans la littérature scientifique a comité de lecture (annexe 1), les mais portant
I'’événement de transformation MON810 et leurs produits dérivés présentent le méme niveau de
sécurité sanitaire que les variétés de mais conventionnelles et que leurs produits dérivés.

Mots clés. : OGM, mais MON810, résistant Iépidoptéres, renouvellement

La Directrice Générale

Pascale BRIAND
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ANNEXE II

HISTORIQUE DES EVALUATIONS DES MAIs MON810 EN EUROPE

Comité Scientifique des Plantes (SCP) 10 Février 1998 :

Aprés examen du dossier, le SCP concluait a I'absence d’évidence indiquant que les grains des
mais résistant a des insectes, exprimant le géne cry1A et la protéine CRY1A, lorsqu’ils sont
cultivés, importés et transformés, sont susceptibles de causer des effets néfastes sur la santé
humaine et animale et sur 'environnement.

UK Advisory committee on novel foods and processes (ACNFP) 1996:

L’autorité compétente du Royaume-Uni concluait que les mais portant I'événement MON810 sont
substantiellement équivalents, sont slrs pour une utilisation en alimentation humaine et ne
différent pas en composition chimique des mais conventionnels.

Commission de Génie Biomoléculaire (CGB) :

1996, avis favorable a la demande de mise sur le marché (avis CGB avril 1996)

2007, avis relatif a un rapport de Greenpeace sur la teneur en protéine Bt du mais MON810. En
conclusion la CGB indiquait que les données apportées par Greenpeace ne remettaient pas en
cause |'évaluation environnementale de la culture du mais MON810.

Agence européenne de la sécurité alimentaire (AESA) :
L’AESA mene ses évaluations depuis 2003 en consultant un comité d’experts appelé « panel
OGM?® » dont le principe de fonctionnement est proche de celui des CES de 'AFSSA.
L’AESA a examiné des données concernant les mais portant I'événement de transformations
MONB810 lors des demandes d’autorisation de mise sur le marché de mais hybrides dont un des
parents est le mais MON810. Ainsi plusieurs avis favorables a I'importation et a I'utilisation en
Europe pour I'alimentation humaine et animale ont été émis :

e MONB810xMONS8G63 le 8 juin 2005 EFSA Journal 251 :1-22 et 252 :1-23 ;

¢ MONB810xMON 863xNK603 le 6 Juillet 2005 EFSA Journal 256 :1-25 ;

¢ MONB810xNK 603 le 13 Octobre 2005 EFSA Journal 308 :1-22 et 309 :1-22 ;

Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA) :

Certains de ces dossiers évalués par TAESA ont été aussi examinés par 'AFSSA dans le cadre
de la consultation des états membres. C’est le cas des dossiers de demande d’autorisation de
mise sur le marché des hybrides T25xMON810, NK603xMON810, LY038xMON810,
MON88017xMON810, MON810xMONS63.

CULTURE ET UTILISATION DEs mAais MONS810

Des mais portant 'événement MON810 sont cultivés depuis 1997 aux USA ; en 2006 ils étaient
cultivés dans 6 pays d’Europe (France comprise), dans 6 pays non Européens dont le Brésil et
importé par 10 autres pays.

Seul ou en multi-association avec d’ autres événements GM, il représentait en 2006, 39 % de la
sole des 32 millions hectares (Mha) de mais aux USA soit: 5 Mha de MON810, 5Mha de
MONB810 x NK603 ; 2,4 Mha de MON810 x MONB863 x NK603 et 0,5 Mha de MON810x MONS863.

> Le panel OGM de I’AESA est composé de 21 membres.
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ANNEXE III
Evaluation nutritionnelle des mais MON810 et tolérance chez les animaux

cibles
Les études réalisées pour vérifier I'absence de toxicité, la tolérance et I'équivalence nutritionnelle
de ce mais MON810 par rapport a leurs témoins non GM chez le rat et les espéces cibles ont été
récapitulées dans le tableau 1.
Ces expériences ont mis en ceuvre et nécessité le sacrifice de 200 rats, 3792 poulets, 144
porcs, 24 bouvillons et 21.000 larves de saumon; 34 vaches porteuses. Des fistules
permanentes du rumen et du duodénum de bovins ont également été utilisées.

Tableau 1 : synthése des études sur animaux réalisée avec les mais MON810.

Animal, Evénement % de la | Mesures zootechniques Biologie Réference
durée ration
Rat Mon810 11-33G (1) Toxicité semi chronique 12 Hématologie | Hammond,2006
90 jours Performance/sexe 17 Sérum

Organes
Poulet MON 55G 9 Performance (2)/sexe 6 Composition | Taylor,2003a
42 jours 810xNK603 Carcasse (3) des muscles,
Poulet MON810 55G Performance ; taux survie 6 Composition | Taylor,2003b
42 jours MON810xGA21 54-61G Carcasse des muscles,
Poulet MON810xMON8 | 53G Performance/sexe : n=5 6 Composition | Taylor,2003c
42 jours 63 Carcasse des muscles,
Poulet MON810xMON8 | 55G Performance/sexe 6 Composition | Taylor,2005
42 jours 8017 Carcasse : n=9 des muscles,
Poulet MON810 50 G Performance Absence Rossi, 2005
42 jours Mycotoxines (-) d’ADN,

Hématologie
Poulet MON810 - - Absence Jennings,2003b
42 jours d’ADN,
Muscle

Poulet MON810 - Présence de CRYIAb - Deaville,2005
39-42 jours (+) dans digesta

(-) sang et organes
Porc MON810 68-84G 15 Performance - Weber, 2000
96 jours 14 Carcasse/ Viande
Saumon MON810 12,1G Performance Pds organes, Sanden,2006
240 jours Composition corporelle 5 hématologie
Vache lait MON810 42E ;34G Production/ Composition du lait 10 Digestibilité | Donkin,2003
21/28 jours 60E ;0G Qualité (4) in vitro
Vache lait MON810 60E; 20G Absence de résidu ADN Cry du Jennings2003b
Bouvillon lait, rein, foie, rate
Vache lait MON810 18,5G Présence d’ADN, T digestif (+) Phipps 2003

Sérum (-), Lait (-)
(1) % de grain G et ensilage E dans la ration

@
(3
(4

~— — ~— ~—

Références bibliographiques
Voir les références de I'avis en annexe | p18
Weber, T.E., Richert, B.T., Kendall, D.C., Bowers, K.A. and Herr, C.T. 2000
Grower-finisher performance and carcass characteristics of pigs fed genetically modified “Bt”
corn http://www.ansc.purdue.edu/swine/swineday/sday00/psd07-2000.html

performance zootechnique : poids/ gain de poids ; indice de consommation, taux de survie ;
Carcasse : rendement, poids des piéces de découpe, poids des tissus adipeux ;
Composition du lait : Protéines, matiere grasse, lactose, cellules totales.

21/ 21



http://www.ansc.purdue.edu/swine/swineday/sday00/psd07-2000.html

	AVIS  
	de l’Agence française de sécurité sanitaire des aliments sur le rapport du Pr le Maho adressé à la Commission Européenne en juin 2008. 
	Evaluation de la sécurité de la protéine CRY1A(b)  
	Indépendance des études toxicologiques  
	 BIBLIOGRAPHIE 

	AVIS 
	de l’Agence française de sécurité sanitaire des aliments 
	(A) Information générale  
	(C) Informations relatives à la modification génétique  
	Mesures zootechniques 




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


