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1 Bakgrunn

Det har vart knyttet bekymring til hvorvidt genmodifiserte planter kan uttrykke allergener og
fore til okt forekomst av allergi i befolkningen (Goodman et al. 2008). Tidligere Ny mat-
gruppen under Statens naringsmiddeltilsyn pdpekte allerede 1 2000 en mulig allergirisiko ved
mat basert pa genmodifiserte planter (GM-planter) der det var satt inn gener fra Bacillus
thuringiensis (Bt) som uttrykker Cry-proteiner (Bt-toksiner). Slike Cry-proteiner kan tenkes &
virke som et immunologisk adjuvans og dermed fremme immunreaksjoner mot andre
komponenter (allergener) 1 maten. VKMs Faggruppe for genmodifiserte organismer (FG3)
har siden 2004 sendt innspill til EFSA om eventuelle adjuvanseffekter av Cry-proteiner ved
inntak av matvarer som inneholder slike proteiner. I forbindelse med et mate om Cry-
innspillene fra FG3 med EFSAs GMO Panel i 2009, ble det uttrykt konsensus om at
insekttoksinet CrylAc er et adjuvans. Det ble vist til at det var dokumentert adjuvanseffekt av
CrylAc i dyreforsek ved at IgM-, IgG- og IgA-responsen ble forsterket mot
hepatittvirusantigen og bovint serumalbumin. EFSA pdpekte imidlertid at det manglet
metoder for & undersgke adjuvanseffekter pa rutinemessig basis og ansé det ikke som
sannsynlig at Cryl Ac og andre Cry-proteiner representerer noen helserisiko for forbrukere
som inntar produkter fra Bt mais.

Med bakgrunn i faggruppens risikovurderinger av ulike typer Bt-mais, har Norge fremmet
viktigheten av & inkludere mulige adjuvanseffekter ved risikovurdering av proteiner, bade pa
Codex mater og EU SCFCAH-moter. EFSA har imidlertid gjentatte ganger papekt at det ikke
er sannsynliggjort at Cry-proteiner gir adjuvanseffekter som utgjer en helserisiko. VKM og
Mattilsynet har derfor sluttet med & gi slike innspill til EU-organer. Imidlertid har EU
kommisjonen kommet med utkast til en ny forordning som endrer implementeringsreglene
vedrarende seknader om genmodifisert mat og for. Her har det kommet med et avsnitt (1.5.3)
som palegger soker & vurdere adjuvanseffekt av det nye proteinet i tilfeller der det kan vere
grunn til slike mistanker (for eksempel ved strukturlikheter med kjente adjuvanser).

12011 initierte FG3 selv en rapport om adjuvans og nedsatte en arbeidsgruppe bestdende av
Audun H. Nerland, Martinus Levik, Per Brandtzeg og Arne Mikalsen. I rapporten ble det gatt
gjennom eksisterende litteratur om mulige Cry adjuvanseffekter. Rapporten papekte ogsa
kunnskapshull, men det ble ikke skrevet noen risikovurdering av spesifikke cry-gener og Cry-
proteiner.

Den 06.12.2011 sendte Mattilsynet en formell bestilling pé en risikovurdering (se kapittel 2.
oppdrag fra Mattilsynet). VKM etablerte da en prosjektgruppe som fikk i oppdrag a utarbeide
en risikovurdering pa grunnlag av rapporten fra arbeidsgruppen.
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2 Oppdrag fra mattilsynet

Mattilsynet ber VKM lage en kort vurdering med konklusjoner om sannsynlighet for
helserisiko ved tilstedevarelse av gener fra Bacillus thuringiensis som uttrykker Cry-proteiner
1 genmodifiserte planter. [ vurderingen mé det klart skilles mellom sannsynlighet for
sensibilisering mot allergener ved inntak av genmodifisert ravare og inntak av prosesserte
genmodifiserte produkter ved bruk av planten som mat og for. Videre ma det tydelig
framkomme om det kan vare forskjeller i adjuvanseftekt mellom oral eksponering
(slimhinneeksponering) og eksponering via luftveiene av Bt-toksiner.

Det finnes 67 forskjellige grupper av Cry-proteiner. Det er enskelig, hvis mulig, & fa en
oversikt over andre Cry-proteiner enn CryAcl som potensielt kan ha adjuvanseffekt. Det er
videre enskelig at oppsummeringen synliggjer eventuelle kunnskapshull om adjuvanseffekt
av Cry-proteiner.

Da Mattilsynet eventuelt vil bruke VKMs risikovurdering i SCFCAH sammenheng, ber vi om
at vurderingen lages som en kort oppsummering med tydelige konklusjoner béde pa norsk og
engelsk. Det er enskelig at vurderingen ikke er lengre enn ca. to sider. Arbeidsgruppens
foreliggende rapport om adjuvans kan oversendes som et eget vedlegg til risikovurderingen.
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3 Vurdering av risikoen for adjuvanseffekter av Cry-
proteiner

3.1 FAREIDENTIFISERING

3.1.1 UHELDIGE IMMUNREAKSJONER MOT MAT

Uheldige, skadelige immunologiske matreaksjoner kan bero pa flere av sékalte
hypersensitivitetsmekanismer (Gell og Coombs klassifisering [-1V): IgE-mediert
straksreaksjon (Type 1), antistoff-mediert cytotoksitet (Type II), immunkompleks-mediert,
komplementavhengig reaksjon (Type III) og forsinket celleformidlet hypersensitivitet (Type
IV).

Type I (IgE-mediert) reaksjon er den mest vanlige form for allergi. Den kan vere svart akutt
og i verste fall fatal. Det er den typen som oftest assosieres med matallergi. Men uheldige
immunologiske reaksjoner som er forarsaket av de andre tre immunologiske mekanismene
kan bade vere plagsomme og skadelige for personene det gjelder. Ved allergi kan flere av
disse immunologiske reaksjonene vere involvert pd samme tid. For at uheldige reaksjoner pa
mat skal kunne oppstd, mé en predisponert person bli utsatt for matkomponenter pa en slik
mate at vedkommende blir sensibilisert, noe som i klinisk forstand gjerne pavises ved
overproduksjon av IgE-antistoffer. Som en del av denne prosessen vil vedkommende enten
ikke utvikle, eller f4 nedbrutt, sin immunologiske toleranse mot matkomponenten (allergenet).

3.1.2 ADJUVANSERS IMMUNSTIMULERENDE EGENSKAPER

Adjuvans (av latin adjuvare, hjelpe) er stoff som gker immunresponsen og er best kjent i
forbindelse med vaksiner. Et adjuvans stimulerer immunresponsen mot et antigen/allergen
som administreres samtidig ("bystander effect””) og kan noen ganger selv vare et antigen.
Adjuvansvirkningen kan ha ulike uttrykk — immunresponsen kan komme raskere, vare lengre,
vaere sterkere (kanskje den viktigste effekten), eller den kan fa en bestemt karakter (f.eks.
celluleer kontra humoral immunitet, eller Th1- kontra Th2-respons). Et sdkalt Th2-adjuvans
vil serlig oke Th2-responsen, mens et sdkalt Thl-adjuvans serlig vil gke Thl-responsen. I alt
vesentlig er det samsvar mellom adjuvansaktiviteten hos menneske og ulike forseksdyr slik
som mus, men noen artsforskjeller er observert (Roberts et al. 2005).

Adjuvanset blir vanligvis blandet med det antigenet det skal immuniseres mot, men det kan ha
en viss effekt ogsd om det blir gitt pa samme sted kort tid for eller etter antigenet/allergenet.
Noen adjuvanser gir kraftig okt effekt etter kjemisk kobling med antigenet. Dette gjelder
f.eks. den isolerte koleratoksin B-subenheten (CTB).

Effekten av adjuvans vil 1 hey grad avhenge av hvordan immuniseringen skjer. Et adjuvans
som gir en ensket virkning ved injeksjon, kan gi liten eller ingen effekt hvis immuniseringen
skjer via slimhinner, hvor ogsa permeabilitetsokningen av epitelet kan vere viktig.

Det er derfor spesielt adjuvans som virker i forbindelse med slimhinner (mukosal adjuvans)
som er relevant nar det gjelder indusering av uenskede immunologiske reaksjoner mot mat.
Slimhinnebarrieren skal hindre antigene fremmedkomponenter 8 komme i for nar kontakt
med immunsystemet. Det er fA PRR (”pattern recognition receptors”, dvs. reseptorer som
gjenkjenner utviklingsmessig konserverte mikrobielle strukturer) til & binde antigener pa den
siden av tarmepitelet som vender mot lumen (apikalsiden) fordi disse reseptorene vesentlig er
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lokalisert enten intracellulart eller basolateralt pa epitelcellene. For & f4 en immunrespons mé
derfor antigenet enten bli tatt opp av cellene eller pa annen mate penetrere epitellaget.

De biologiske mekanismene for adjuvans-effekten er bare delvis klarlagt og kan skisseres
slik:

(a) Transporteffekt (adjuvanset kan hindre nedbrytning av antigenet og transportere det til en
gunstig lokalisasjon for immunstimulering). Dette innbefatter mekanismer som gjor at
antigenet kan krysse epitelbarrierer.

(b) Depoteffekt (adjuvanset kan hindre rask fjerning av antigenet, binde det og sette det
langsomt fri for & fa stimulert immunsystemet over lengre tid).

(c) Irritasjons- og stimuleringseffekt (gir okt tilstremning av immunceller til
immuniseringsstedet og aktiverer cellene til respons, bade antigen-presenterende celler (APC)
og lymfocytter). Slike egenskaper vil gi det nedvendige tilleggssignal (“’danger signal”) som
immunsystemet ma ha for 4 bli stimulert (og ikke nedregulert) mot et antigen/allergen.

To-signalhypotesen bygger pé at i tillegg til det antigenspesifikke signalet (Signal 1) gjennom
T-cellereseptoren, er det nedvendig med ko-stimulering (Signal 2) for spesifikt & aktivere
naive (lymfocytter som tidligere ikke har mett “’sitt” antigen) T-celler. Slik ko-stimulering
skjer f.eks. ved at CD28-molekylet pa T-cellene binder molekylene CD80 og CD86 pa
antigen-presenterende celler (APC). To-signalhypotesen er videreutviklet pa to mater. I folge
Matzingers “danger theory” (Matzinger 1994) skiller ikke immunsystemet mellom ’selv’ og
"ikke-selv’, men mellom farlige og ikke-farlige endogene stimuleringssignal. Janeway
introduserte et ”’Signal 0” fra patogene mikrober som reagerer med f.eks. PRR pa APC og
setter cellen 1 alarmtilstand (Janeway 1989). Na synes begge teoriene & motes ved at PRR pé
APC kan reagere bade pa endogene ’danger signal” og “mikrobielt ikke-selv”. |
adjuvanssammenheng er poenget at virkningen ikke bare behover a vaere pa APCs
eksponering for antigen (hindre nedbryting, transport, antigen-konsentrering, antigen-
fokusering, endret permeabilitet i tarmepitelet), men ogsa ved a generere cellulere
tilleggssignal og ko-stimulering som kan eke eller endre immunresponsen. Det ma poengteres
at adjuvanseffekter ofte er viktige for & indusere adaptiv (ervervet) beskyttende immunitet, og
derfor ikke er & betrakte som skadelig per se.

3.1.2.1 Begrensninger i metode

Utvikling av matallergi skyldes et komplekst samspill av faktorer som genetisk
predisposisjon, alder ved introduksjon av allergenet, amming, sammensetning av ernaring,
sammensetning av tarmfloraen og infeksjonsstatus i mage-tarmsystemet (van Wijk &
Knippels 2007, Brandtzaeg 2010a). Dette gjor studier av allergi og adjuvans svaert komplisert.
Det finne ingen validerte metoder for & male adjuvanseffekter. Kompleksiteten i
immunsystemer fremgar f.eks. i en rottestudie (De Jonge et al. 2007). Dyrene som gikk pa
streng allergenfti diett 1 3 generasjoner ga IgE- respons etter eksponering til allergenet, mens
rotter som gikk pa allergenfri diett i bare én generasjon ga ingen slik IgE-respons etter
indusering.

3.1.22  Kunnskapshull

Det er modellusikkerhet knyttet til forstdelsen av immunsystemet og hvordan samspillet
mellom individ og milje (herunder adjuvanseksponering) hindrer eller induserer allergiske
responser. Adjuvansbegrepet er ikke klart avgrenset nar det gjelder mekanismer og hvor
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indirekte et stoff kan virke for & gke immunresponsen og likevel kalles et adjuvans. Stoff som
virker direkte pa celluleere mekanismer vil utvilsomt regnes som adjuvans, men noen stoff kan
oke immunresponsen mer indirekte, f.eks. ved & redusere nedbrytningen av et antigen, i
tillegg til transport- og depoteffekten som alt er nevnt. Standardiserte metoder for a
systematisk underseke stoff for mulig adjuvanseffekt er pr. i dag ikke tilgjengelige.

3.1.3 CRY-PROTEINER

Cry-proteiner (Bt-toksiner) er krystalliske toksiner som syntetiseres av den Gram-positive
sporedannende bakterien Bacillus thuringiensis (Bt). Det er til na identifisert mer enn 500
forskjellige cry-gensekvenser som kan klassifiseres 1 67 forskjellige grupper av Cry-proteiner.
P& aminosyreniva kan disse proteinene vaere svert forskjellige, men det finnes beslektede
aktive domener.

Det krystallinske Cry-proteinet (parasporallegeme) lages under sporulering av bakterien.
Disse proteinene virker som toksiner mot insekter. Virkningsmekanismen for Cry-proteinene
er at krystallene blir opplest 1 midttarmen til insektslarvene, og deretter blir protoksinene
kuttet av vertsproduserte proteaser, noe som forer til aktive toksiner. Dette krever et alkalisk
milje. Toksinene binder seg til reseptorer pd mikrovilli 1 midttarmen og lager hull eller porer i
cellemembranen. Som en folge av dette blir epitellaget mer permeabelt og bakterier vil kunne
infisere insektlarven (Broderich et al. 2006), noe som medfoerer at insektlarvene der.

Spesifisiteten til ulike Cry-proteiner for ulike insektarter gjenspeiler trolig variasjoner i
bindingevnen til reseptorene pa mikrovilli. Hvilke reseptorer som er involvert, og hvordan
toksinet binder seg, er bare delvis kartlagt. For toksiner av typen Cryl har flere mulige
reseptorer vart foreslatt: “cadherin-like proteins”(Ibrahim et al. 2010), glycosylphophatidyl-
inositol (GPI)-anchored aminopeptidase-N (APN)”, ”GPI-anchored alkaline phosphatase
(ALP)”, og et 250 kDa protein kalt P252. Glykolipider er ogsa blitt beskrevet som
bindingsreseptorer. In vivo- og in vitro- bindingsstudier pa intestinalt vev fra gnagere,
Rhesusape og menneske indikerer fraver av spesifikke bindingsseter for Cry1 Ab-proteinet
(Noteborn & Kuiper 1995).

Kun insekter som har reseptorer som binder spesifikke Cry-proteiner er folsomme for disse.
Cry-proteiner som i dag er 1 bruk i GM-planter er undersokt i en rekke standardiserte (OECD)
tester og er ikke funnet & vaere akutt-toksiske for pattedyr (EHC 217).

Mais MONS810 som inneholder Cry-proteinet CrylAb er blitt brukt som for i norske
foringsstudier pa laks (Sanden et al. 2005, 2006; Hemre et al. 2007; Sagstad et al. 2007;
Bakke-McKellep et al. 2008; Fraoystad-Saugen et al. 2009; Sissener et al. 2010). Det er pavist
endringer mellom for fra GM-mais og umodifisert mais, men endringene som ble pavist var
ikke doserelaterte (Sissener et al. 2011a). Forskjellen mellom GM-mais og umodifisert mais
var imidlertid liten (Sissener et al. 2011a). I et forsek ble det pavist heyere antall
granulocytter i blodet til laks foret med GM-mais enn laks foret umodifisert mais. Endringene
ble relatert til mild celluler stressrespons (Froystad-Saugen et al. 2009). I en nyere studie
utfort av Sissener et al. (2011b) ble det pavist 90 pg/kg av mykotoksinet dioxynivalenol
(DON) i MON&810, mens DON ikke ble pavist i den umodifiserte maisen (dvs. lavere enn 2,5
nug/kg). De paviste effektene pa laks foret med MONS810 synes & vare mer relatert til
innholdet av DON enn til andre péviste forskjeller for andre metabolitter (Sissener et al.
2011b).
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3.1.3.1  Kunnskapshull

Det er modellusikkerhet knyttet til den generelle toksiske virkningsmekanismen til Cry-
proteinene i insekter. Videre mangler det kunnskap pa faktorer som definerer vertsspesifisitet,
og hvorvidt aktive toksiner har samme vertsbredde og spesifisitet som protoksiner.

3.1.3.2  Cry-proteiner i Bt-baserte plantevernmidler

Cry-proteiner er ogsa til stede i kommersielle B. thuringiensis- baserte plantevernmidler for
insektkontroll pa planter bade 1 ekologisk og konvensjonelt landbruk. Disse
plantevernmidlene er godkjent i de fleste land i verden og sekt godkjent i Norge. Bt-
plantevernmidler har vaert pé det europeiske markedet siden ca. 1938, da det forste europeiske
kommersielle produktet (Sporeine) ble markedsfert. Forst i 1961 ble Bt-plantevernmidler
registrert for markedsfering i USA (Sanahuja et al. 2011). Det er 1 dag svert mange produkter
pa markedet. Eksempler pa Bt- kurstakii -baserte produkter er Bobit, Dipel, Delfin, Thurex,
Thuricide m.fl. Bt- aizawai- produkter er Florbac og Bt- isrealensis- produkter er Acrobe,
Bacimos m.fl. Antatt mengde som selges pr. dr av slike plantevernmidler (biopesticider) er
mer enn 3000 tonn (Gupta & Dikshit 2010).

3.1.3.3  Cry-proteiner i planter.

P& midten av 1980-tallet ble tobakksplanter, tomat og potet modifiserte med gener som
uttrykker Bt-toksinproteiner (Sanahuja et al. 2011). I 1986 ble de forste feltforsekene med
GM-tobakksplanter som uttrykte CrylA-toksin utfert i USA og Frankrike (James &
Krattinger 1996). Plantene viste seg ikke & uttrykke Cry-proteinet i tilstrekkelig store mengder
til at tobakksplanter kunne fi serlig stor kommersiell betydning i forhold til Bt-spreytemidler.
Det ble ogsa vist for tomat og bomull at motstandskraften mot skadeinsekter var for lav, slik
at heller ikke disse kunne f& kommersiell betydning (Perlak et al. 1991). For & fa tilstrekkelig
uttrykk av Bt-toksiner ble det utfort endringer 1 Cry-gensekvensene slik at de ble mer lik
plantegensekvenser. Samtidig ble det ogsa satt inn promotere som medferte hoyere uttrykk av
Cry-proteiner (Perlak et al. 1991). I dag benyttes Bt-toksiner 1 hovedsak enkeltvis eller som
kombinerte tilleggsegenskaper (stacked events, ”stacks™) i transgene mais-, tomat-, potet-, ris-
og bomullsplater for beskyttelse mot ulike insektlarver (Sanahuja et al. 2011).
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Tabell 1:

sgknader pa EFSA Extranet.

Cry-proteiner i mais, bomull og soya pa grunnlag av markedsfarings-

«Event»

Cryl
Ab

Cry1A.
105

Cry
1Ac

Cryl
F

Cry2
Ab2

Cry2
Ae

Cry3
Bbl

Cry34
Abl

+
Cry35
Ab1l

eCry
3.1
Ab1l

mCry
3A

MAIS

NK603xMON810 (01)

01

1507(02)

02

MON810xMON863
(03)

03

1507xNK603(05)

05

MONB863xNK603(06)

06

MON810xMON863x
NK603(07)

07

07

MIR604(11)

11

59122(12)

12

1507x59122(15)

15

15

1507xNK603(17)

17

59122xNK603(20)

20

20

59122x1507xNK603
(21)

21

21

MONB88017(27)

27

1507x59122(28)

28

28

1507x59122xNK603
(30)

30

30

MON88017xMON81
0(33)

33

33

MONB89034(37)

37

37

MONB89034xNK603
(38)

38

38

MON89034xMON88
017(39)

39

39

39

MIR604xGA21(48)

48

Bt11l x GA21 (49)

49

Bt11xMIR604(50)

50

50

Bt11xGA21xMIR604
(56)

56

56

MON89034x1507xM
ON88017x59122(62)

62

62

62

62

62

1507xMON89034xNK
603(65)

65

65

65

Bt11xGA21xMIR162x
MIR604(66)

66

66

Bt11xGA21xMIR162
(67)

67

10
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«Event»

Cryl
Ab

CrylA.
105

Cry
1Ac

Cryl

Cry2
Ab2

Cry2
Ae

Cry3
Bbl

Cry34
Abl

Cry35
Abl

eCry
3.1
Abl

mCry
3A

MON88017xMON89
034 (71)

71

71

71

MONB89034xNK603
(72)

72

72

Bt11xMIR162x1507x
GA21(86)

86

86

1507x59122xMON81
0xNK603 (92)

92

92

92

5307 (95)

95

Bt11x59122xMIR604
x1507xGA21(99)

99

99

99

99

Bt11xMIR162xMIR60
4x1507x5307xGA21
(103)

103

103

103

3272xBt11xMIR604x
GA21(105)

105

105

SOYA

Mon87701xMON897
88(73)

73

MON87701(79)

79

BOMULL

MON1445 x MON531
(09)

09

281-24-236x3006-
210-23(16)

16

16

MON15985xMONSS
913(42)

42

42

MON15985 (57)

57

57

MON1445xMON158
5 (58)

58

58

281-24-236x3006-
210-23xMON88913
(68)

68

68

GHB614xLLcottonxM
ON15985 (94)

94

94

GHB119(96)

96

T304-40(97)

97

! Tallene er dossiernumrene til markedsfgringssgknadene pa Extranet (for eksempel 01 =
EFSA/GMO/UK/2004/01)

P& verdensbasis ble det i 2010 dyrket 10,2 millioner hektar Bt-mais. I seks EU-land ble det i
2011 tilsammen dyrket ca. 114000 hektar Bt-mais (Spania, Portugal, Tsjekkia, Polen,
Slovakia og Romania). Ca. 85 % av Bt-maisarealet i EU dyrkes i Spania. Pa verdensbasis ble
det dyrket 75,4 millioner hektar GM-soya 1 2011 (James No 42 & 43 2011), men
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dyrkingsarealet for Bt-soya er forelopig langt lavere enn for herbicidtolerant soya.
Bomullsproteiner benyttes ikke som mat.

Noen relevante forskjeller mellom Bt-toksinene som benyttes 1 bakteriepreparater og de i
GM-planter er at:

1) Cry-proteinene er til stede i plantene over lengre tid, ikke bare 1 etterkant av sproyting
(OECD, 2007);

i1) Konsentrasjonen av Bt-proteiner pa sproytede druer er langt lavere enn det som er 1 Bt-
planter. Prosjektgruppen har gjort folgende sammenligning: En gjennomsnittlig bakteriecelle
har en vekt pa ca 1 pg. http://hypertextbook.com/facts/2003/LouisSiu.shtml. Dersom innholdet
av B.thuringiensis pa druer etter sproyting er 10* pg/g, s vil innholdet av Cry-proteiner vere
0,01 ng/g sammenlignet med innholdet i GM-planter hvor det kan variere mellom 1 og 80
ne/e;

ii1) Cry-proteinene som er til stede i planten representerer det aktive toksinet og krever ikke
alkalisk milje for aktivering, noe som er nedvendig for insektpreparater.;

iv) De fleste Cry-proteiner som uttrykkes i planter er fremkommet ved endringer av
nukleotidesekvenser i Cry-genene, dvs gkt innhold av guanin-cytosin. Gener hos sporogene
gram-positive bakterier som B. thuringiensis har lavt guanin-cytosin innhold, i motsetning til
planter som har heyt innhold av guanin-cytosin i genene.

Nukleotid-endringene i bakteriegenene medforer ingen eller svaert sma endringer pa
aminosyrenivd i Cry-proteinene. Eventuelle endring pd aminosyreniva forer ikke til endringer
av toksisiteten.

v) flere nyere transgene planter inneholder «stacks» av flere typer (rekombinerte) Bt-gener.

3.1.4 ADJUVANSEFFEKTER AV KJENTE TOKSINER

Det er kjent at flere bakterielle toksiner har adjuvanseffekt i tarmkanalen til vertebrater som til
dels gir sterk dominans av type 2T-hjelpecelle (Th2)-responser. Dette gjelder for eksempel
stafylokokk-enterotoxin B (Liu et al. 2007; Ardern-Jones et al. 2007), pertussis-toksin
(Ellertsen et al. 2010; Ryan et al. 1998) og E. coli varmelabilt enterotoksin (LT).

Det er stor strukturell og funksjonell likhet mellom koleratoksin (CT) og LT, som det finnes
svaert mye forskningslitteratur om (f.eks. Nawar et al. 2011; da Hora et al. 2011). CT
produseres av bakterien Vibrio cholerae. Toksinet bestér av to subenheter, A og B (CTA og
CTB). Den katalytisk aktive A-delen (en heterodimer) er ansvarlig for toksinets toksisitet,
mens B-delen (en homo-pentamer) binder seg til gangliosid-reseptoren GM-1 pa tarmens
epitelceller og gjor at toksinet (og koblet antigen) kan komme inn i cellene (Blanchard et al.
1998).

De to sub-domenene (A1 og A2) i CTA har ulik funksjon. Den enzymatiske aktiviteten hos
CTA ligger i Al-domenet, mens A2 forankrer CTA til CTB-pentameren, som sa igjen binder
seg til gangliosid pa cellemembranen. For & oppnd adjuvanseffekt i museforsgk benyttes ofte
isolert CTB. Forsek tyder likevel pa at en mé ha en viss mengde (non-toksisk dose) CT for &
fa god effekt — isolert CTB virker (Blanchard et al. 1998) antakelig godt pa grunn av litt
kontaminasjon med intakt CT, mens rent CTB (rekombinant) ikke har adjuvanseffekt.

CT er klart det mest studerte toksin-baserte adjuvanset med en mengde eksperimentelle data
(som nevnt sarlig fra mus), men det er ogsa publisert en klinisk studie pa barn (Qadri et al.
2006). CT er et immunmodulerende agens med flere virkninger idet det stimulerer bade til
Th2-respons (Su et al. 2004) og Th17-respons (Lee et al. 2009). Som andre bakterielle
toksiner, kan det ogsé indusere immuntoleranse i visse situasjoner (Sun et al. 1994;
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Wiedermann et al. 1999). CT er blitt benyttet i eksperimentell behandling av organspesifikk
autoimmun sykdom 1 dyr fordi den opprinnelige Th1-dominerte responsen mot autoantigen
etter immunisering med CT-konjugert autoantigen ble vridd over til en mer ufarlig Th2-
respons (Sun et al. 1996).

CT og LT blir ansett som klassiske mukosale adjuvanser og ofte brukt som referanse i
forskningsstudier. Nér disse proteintoksinene binder seg til gangliosid pd overflaten av
tarmens epitelceller, gkes permeabiliteten i tarmveggen og dermed opptak bade av konjugerte
proteiner og av ko-administrerte proteiner. Matvarer (bade konvensjonelle og mat basert pa
GMO) som inneholder komponenter med CT- eller LT-liknende egenskaper, ber en derfor
granske spesielt for uheldige immunologisk reaksjoner.

Et nytt element i kunnskapen om CT er at dette toksinet stimulerer kraftige pro-
inflammatoriske Th17-responser, og at Th17-relaterte immunmekanismer synes a vere
viktige for adjuvanseffekten av CT (Datta et al. 2010; Lee et al. 2009). Th17-adjuvans-
aktiviteten er rapportert a avhenge av CTB og i liten grad av CTA (Lee et al. 2009).

3.1.4.1 Kunnskapshull

Det pagér aktiv forskning pa den biologiske forstielsen av mukosale adjuvanser med hensyn
pa detaljerte virkningsmekanismer. Det er fremdeles uklart i hvilken grad kunnskap
opparbeidet for klassiske mukosale adjuvanser (CT og LT) og modellsystemer kan overfores
til forstaelsen av mukosale effekter av Cry-proteiner i human tarmkanal.

3.1.5 ADJUVANSEFFEKTER AV KJIENTE KOMPONENTER | MAT

Maten vi spiser inneholder en lang rekke stoffer som kan virke som adjuvanser (Berin &
Shreffler 2008). Eksempler pa disse stoffene er glukaner og lektiner, som er vanlige i alt
plantemateriale, og kitin, en hovedbestanddel i celleveggen hos sopp. Adjuvanseffekten av de
forskjellige matkomponentene antas i ulik grad & kunne bli edelagt ved prosessering av
maten.

Noen matvarer har et hoyt innhold av lektiner, slik som benner, korn, fre og netter. Disse kan
vare skadelige hvis de spises 1 for store mengder ra eller ved for liten varmebehandling.
Uenskede effekter kan veere mangelsykdommer og allergiske reaksjoner (Cordain et al.
2000).

Fruktaner, en annen gruppe av adjuvanser, er polymerer av fruktosemolekyler. Fruktaner med
kort kjedelengde blir kalt fruktooligosakkarider, mens lengre kjeder blir kalt inuliner.
Fruktaner finnes i en rekke forskjellige matvarer som artisjokker (2-7 %), asparages (1,4 - 4,1
%), hvitlek (17,4 %), lek (1-10 %) og hvete (1-4 %). Inulin finnes i store mengder i
skorsonerrot (svartrot, 15 %) og jordskokk (50 %).

Peangttallergenet Ara H1 er samtidig en Th2 adjuvans (Shreffler et al. 2006) og utgjer 12-15
% av proteinet i peanetter (Koppelman et al. 2001). Peanett inneholder 25 % protein. Spiser
vi en neve peangtter (50 gram) fér vi i oss rundt 2 gram Ara H1.

3.151 Kunnskapshull

Biologiske mekanismer som bidrar til sensibilisering med matallergener er fremdeles lite
kjent (Berin & Shreffler 2008, Brandtzaeg 2010a). Det er kunnskapsmangel i forstaelsen av
hvordan naturlig foreckommende substanser i mat kan ha mulige adjuvanseffekter. Mye er
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fremdeles ukjent med hensyn péd hvordan mat gir immunologiske effekter generelt og hvordan
kosten pévirker ssmmensetningen av tarmens mikrobiota. Derfor er det uklart i hvilken grad
mat-komponentene som skissert over bidrar til utvikling av matallergi, kvantitative aspekter
ved dette, samt under hvilke betingelser slike effekter eventuelt utlases og hvordan de varierer
med individ og milje.

3.16 ADJUVANSEFFEKTER AV CRY-PROTEIN

Kun CrylAb og CrylAc har vart eksperimentelt studert med hensyn pé adjuvanseffekt. Det
er i dyrestudier av Cryl Ac-proteinet vist at det binder seg til musetarmoverflaten og induserer
immunologiske reaksjoner mot seg selv og mot proteiner som ble gitt samtidig (Vazquez et al.
1999 a, b; Vazquez-Padrén et al. 2000 a, b; Moreno-Fierros et al. 2003; Rojas-Hernandez et
al. 2004). Immunologisk kartlegging av systemisk og mukosal immunrespons pd CrylAc har
videre vist at mus lager bade systemisk IgM, IgG og sekretorisk IgA etter intraperitonal og
intragastrisk immunisering (Vazquez-Padron et al. 1999 a; Vazquez-Padron et al. 2000 a, b).

Domenene II fra Cryl Ab og CrylAc genererer ulik immunologisk respons i kanin (Vazquez-
Padron et al. 1998). I en annen studie med mus er det vist at CrylAc hadde utpreget mukosal
adjuvanseffekt ved & gke IgM-, IgG- og IgA-responsen mot hepatittvirusantigen og bovint
serumalbumin som ble gitt med sondeforing samtidig med CrylAc (Vazquez-Padron et al.,
1999a). Produksjonen av IgE-antistoff ble ikke malt i denne studien.

Ogsa i tidligere studier er det pavist adjuvanseffekt av krystallprotein fra B. thuringiensis
(Prasad & Shethna 1975). Adjuvanseffekten av CrylAc er bekreftet i to senere publikasjoner
med henholdsvis pneumokokk-antigen (Moreno-Fierros et al. 2003) og amebe-lysat (Rojas-
Hernandez et al. 2004). Adjuvanseffekten av CrylAc ble i en studie funnet & vaere like sterk
som adjuvanseffekten av CT (Vazquez et al. 1999a).

I en senere studie (Guimaraes et al. 2008) ble adjuvanseffekten av Cryl Ab undersekt i
forbindelse med allergisk sensibilisering mot peanettekstrakt. CT som Th2-adjuvans ble
benyttet til sammenlikning. I disse forsekene ble det ikke indusert IgE ved bruk av Cry1Ab
som adjuvans ved forsegk pa oral sensibilisering, mens derimot CT ga effektiv stimulering til
IgE-respons. Imidlertid hadde Cry1Ab en signifikant effekt pa produksjon/frigivelse av
leukotrienene E4 og C4, samt influks av eosinofile granulocytter, noe som tydet pd at en
immunreaksjon var utlast.

I et nylig forsek ble ikke anti-Cryl1 Ab IgG1- eller I[gG2a-antistoffer pdvist etter & ha gitt 100
ug Cryl Ab protein intragastrisk til mus (Adel-Patient et al. 2011). Tatt i betraktning den store
sekvenslikheten mellom Cryl1Ab og CrylAc, antyder forfatterne at tidligere immunrespons
funnet hos Véazquez-Padron et al. (2000 a, b) kan skyldes at disse hadde kontaminering av
bakterielt endotoksin i Cry1Ac preparatene sine.

Etter det vi kjenner til, foreligger det ikke publiserte eksperimentelle studier av mulige
immunologiske effekter eller adjuvansetfekter forarsaket av CrylF, Cry2ab2, Cry3A,
Cry3Bbl, Cry34Abl,og Cry35Abl.

Det foreligger begrensede antall publiserte studier som tyder pa immunologiske effekter. Selv
om mange av de andre Bt-toksinene har lav sekvenshomologi til CrylAc- proteinet, sa deler
de alle den samme effektormekanismen ved at de binder seg til epitelceller i insekttarmen og
gjor epitellaget mer permeabelt. Denne funksjonelle likheten mellom Cry proteinene gjor at
faggruppen stiller sparsmél om ogsa andre Cry- proteiner enn CrylAc kan ha adjuvanseffekt 1
mammalske systemer, selv om virkningsmekanismen her er ukjent.
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Til tross for at musemodeller har likheter med humane immunologiske mekanismer, ma
resultater fra dyremodeller tolkes med forsiktighet. Dyremodeller vurderes generelt ikke a ha
blitt tilstrekkelig validert til & kunne neyaktig predikere potensielle allergene og
immunologiske effekter hos mennesker etter intragastrisk eksponering av proteiner (Goodman
et al. 2008, Thomas et al. 2009, Codex 2009)

3.1.6.1  Kunnskapshull

Det er utfort {4 studier pa mulige immunologiske effekter av Cry- proteiner i mammalske
systemer. Kunnskap om mulige adjuvanseffekter av Cry- proteiner er basert pa et begrenset
antall studier av Cryl Ac- protein og CrylAb -protein i dyremodeller. Det foreligger ikke
eksperimentelle studier av eventuelle effekter av kombinasjoner av ulike Cry- proteiner
(stacks). Det mangler ogséd eksperimentelle studier som ser pa kvantitative aspekter ved
immunstimuleringen.

3.1.7 ”BYSTANDER”-SENSIBILISERING VED @KT PERMEABILITET | TARMEPITELET

«Bystander»-sensibilisering kan oppsta nar et adjuvans i maten, eller en immunreaksjon mot
et matantigen, har evne til 4 gke tarmepitelets permeabilitet for andre komponenter 1 maten.
Vazquez et al (1999a) konkluderer med at CrylAc har adjuvanseffekt i mus som er minst like
stor som den CT gir nar det gjelder & stimulere enkelte typer av immunresponser bade ved
intraperitoneal og mukosal applikasjon av antigen. En forskjell synes likevel 4 fremkomme
ved slike forsek, nemlig at Cry-proteinet (CrylAc) driver immunresponsen mer mot et
proinflammatorisk IgG-svar enn CT som fremmer en anti-inflammatorisk IgA-respons nér det
gis sammen med antigen som oral vaksine (Vazquez et al 1999).

Nér de administreres sammen med lgselige proteiner som alene er darlige immunogener, vil
bade Cry-proteinene og CT kunne fremme en sterk kryss-stimulering samtidig som de
stimulerer en kraftig immunrespons mot seg selv.

Disse eksperimentelle observasjonene tyder pa at Cry-proteiner, slik som CT, vil kunne
hemme en normal utvikling av immunologisk toleranse mot matproteiner (”oral toleranse”).
Denne problemstillingen er testbar 1 relevant musemodell med standardisert foringsforsek.

Tidligere ble det antatt at epitelcellene i tarmen var permanent ”’limt sammen” av de sakalte
’tight junctions”. Na vet vi at disse komplekse proteinstrukturene er dynamiske og vil &pnes
opp av forskjellige stimuli. I 2005 ble det dokumentert i en musestudie at det transgene
proteinet a-amylaseinhibitor i kosten kan apne opp barrieren 1 tarmslimhinnen slik at det
lekket inn bystander-protein (ovalbumin) som induserte IgG-respons og tegn pa
hypersensivitet 1 luftveiene (Prescott et al. 2005). Induksjon av IgG-antistoffer mot de aktuelle
matproteinene, og eventuell kryss-sensibilisering mot et samtidig nervarende matantigen, vil
kunne medfere uenskede biologiske effekter. Eksperimenter som er utfert bade in vitro og in
Vivo har vist at nar en IgG-respons (som medferer komplementaktivering) ikke blir balansert
av en IgA-respons, s vil epitelbarrieren dpnes opp (Brandtzaeg & Tolo 1977; Lim & Rowley
1982) og uvedkommende proteiner vil da kunne trenge inn i kroppen (’bystander’-
penetrasjon) og fere til immunologisk sensibilisering.

Det finnes altsé flere teoretiske muligheter for at Cry-proteiner kan fremme sensibilisering
mot matproteiner som er kjent for & kunne gi allergi, uten at Cry-proteinene selv er allergener
eller inneholder IgE-epitoper.
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3.2 FAREKARAKTERISERING

321 MULIG ADJUVANSEFFEKT AV CRY- PROTEINER | MAT

CrylAc proteinet er vist i musemodellforsek & virke som mukosal adjuvans ved & kunne
stimulere IgM-, 1gG- og IgA- produksjon. Faggruppen stiller derfor spersmél om denne
adjuvanseffekten kan fore til okt forekomst av allergi mot andre proteiner (’bystander”-effekt)
ved inntak av mat fra genmodifiserte planter som inneholder Cry-proteiner.

Induksjon av IgE er ikke vist for Cry-proteinene, men det er fa publikasjoner der dette er malt.
Det finnes begrenset litteratur pd omradet omkring betydning av adjuvanser for induksjon av
IgE-mediert allergisk respons i forbindelse med matallergi. I en musemodell for
allergiutvikling mot lupin ga bruk av CT gkt immunrespons for andre klasser av
immunglobuliner, men ingen IgE respons. Forfatterne antyder at en IgE-respons er mer
avhengig av indre egenskaper ved allergenene, og ikke relatert til CT-adjuvans (Foss et al.
2006). Det er uklart om/hvordan Cry-proteiner binder seg til mammalsk tarmepitel. Vazquez-
Padron et al. (2000b) viste spesifikk binding til seks isolerte proteiner fra berstesemmen i
musetynntarm, mens Noteborn & Kuiper (1995) ikke kunne finne spesifikk binding til
mammalsk tarmepitel. Bindingsstudier av Cry-proteiner til tarmepitelceller har vist at denne
bindingen er ikke-spesifikk (Noteborn & Kuiper 1995). Det har veart uttrykt bekymring for at
Cry- proteiner pga. sin adjuvanseffekt kan bidra til okt forekomst av allergi. Adjuvanseffekt
er ikke & betrakte som en skadelig effekt per se. En immunrespons er per se heller ikke en
indikasjon pa allergen adjuvanseffekt. Det er ikke tilstedevaerelsen av en immunrespons mot
matantigener som gir grunnlag for matallergi, men typen av immunrespons (Berin & Shreffler
2008).

32.1.1 Begrensinger i metode

Forsgkene med immunisering med Cry-proteiner som adjuvans er utfort med rene eller delvis
rensede preparater av Cry-protein og allergen. Forholdene kan forventes annerledes nér Cry-
proteinene utgjor 0,01 % av tilstedevarende protein enn nér det gis alene kun sammen med et
renset valgt allergen.

322 GENERELL KARAKTERISERING AV FARE

Faren ved immunologisk sensibilisering mot fodemidler er utvikling av matallergi. Dette er et
alvorlig helseproblem i industrialiserte land og kan berere opptil 2 % av den voksne
befolkningen og 6-8 % av barna 1 Europa (Sicherer et al. 2003; Wuthrich 2000). Matallergi
arter seg pa mange forskjellige mater sa diagnosen er ikke alltid entydig og det kan vare
vanskelig & identifisere arsakssammenhengen. Akutt og alvorlig allergisk reaksjon er IgE-
mediert og det kan vare nedvendig at pasienten beerer med seg en ’adrenalinpenn” for
injeksjon mot anafylaktisk sjokk. Matvareallergi mot melk og egg viser seg ofte 1 ung alder,
og ca. 40 % av kumelkallergien synes ikke & veere mediert av IgE. Andre typer allergi mot
mat viser seg forst 1 voksen alder, slik som IgE-mediert reaksjon pé netter og fisk. Den
allergiske reaksjonen er svart folsom og noen far alvorlige symptomer bare ved lukt av fisk
eller stov fra netter eller mel. IgE-mediert allergi mot fisk og netter ma i hovedsak regnes som
et varig problem, mens kumelkallergi er noe barn gjerne vokser seg ut av. En alvorlig
komplikasjon er at om lag 15 prosent av de IgE-medierte matallergiene gér over i1 en sakalt
“allergisk marsj” — dvs. at pasientene utvikler luftveisallergi og kan ende opp som
astmatikere.
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32221  Kunnskapshull

Kun Cry1Ab og Cryl Ac har vert studert med hensyn pa adjuvanseffekt. Selv om mange av
de andre Bt-toksinene har liten sekvenshomologi med CrylAc, sa har de alle samme
effektormekanismen ved at de binder seg til epitelceller hos insektene og gjeor epitellaget mer
permeabelt. Det er ukjent om andre Cry- proteiner har liknende adjuvanseffekt som CrylAc
og CrylAb.

Begrensninger i kunnskap omkring adjuvans gir stor usikkerhet i risikokarakteriseringen og
dette gjelder spesielt de Cry-proteinene som ikke er studert for slik effekt.

3.3 EKSPONERINGSVURDERING

331 FOREKOMST AV CRY-PROTEINER | MAT

33.1.1  Cry-protein i GM-planter

Mais er her brukt som et eksempel siden dette er den mest aktuelle planten og mais er ogsa
den viktigste humane eksponeringskilden til Cry-proteiner.

Tabell 2. Gjennomsnittlig maisinntak i Europa, fra GEMS/Food European Country
Cluster Diets.

Cluster Countries Included }'I'.EIIZP' 1
consumption
B Cyprus, Greece, Isracl. Italy. Lebanon, Portugal. Spain, Turkey. 1484
United Arab Emirates
D Albania, Armema, Azerbajjan, Belarus, Bosnia and 318

Herzegovina, Bulgaria. Georgia. Iran (Islamic Rep of),
Kazakhstan. Kyrgyzstan. Moldova (Republic of), Romania,
Russian Federation. Serbia and Montenegro. Tajikistan, The
former Yugoslav Republic of Macedonia, Turkmenistan,
Ukraine, Uzbekistan
E Austria, Belgium. Croatia. Czech Republic. Denmark, France, 333
Germany, Hungary. Ireland Luxembourg, Malta, Netherlands,
Poland. Slovakia. Slovenia. Switzerland, United Kingdom

F Estonia, Finland. Iceland. Latvia, Lithuania, Norway. Sweden 7.5
Total maize consumption (CODEX code GC 645) expressed in g per person per day.
Kilde: Pioneer Hi-Bred Int, EFSA-sgknad mais 1507x59122xMON810xNK603 (EFSA/GMO/NL/2011/92).

Det er gjort inntaksberegninger for gjennomsnittlige maisinntak i Europa (se tabell 2). I
henhold til tabellen varierer det estimerte inntaket fra 7,5 -til 148,4 g/dag. Mengden Cry
protein i maiskorn varierer mye og ligger i sterrelsesorden 1 til 80 ug/g vatvekt avhengig av
hvilke Cry-protein som uttrykkes. Uttrykk av Cry-proteiner i maiskorn fra formais er
dokumentert i markedsferingsseknader som ligger pd EFSAs Extranett.

Teoretiske beregninger viser at dersom inntaket av mais i Europa kommer fra en GMO mais
med fire forskjellige Cry-proteiner, og som inneholder totalt ca. 37 pg Cry-protein/g torrvekt
vil dette kunne medfere et inntak for en person pa 61,8 kg pa ca. 90 pg Cry-protein/kg
kroppsvekt/dag (se tabell 3). Den totale inntaksmengden av Cry protein for et voksent individ
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som veier 61,8 kg vil bli ca. 5550 pg/dag. Dersom en legger forseket pa gris (Chowdhury et
al. 2003) til grunn for fordeyelse av Cry-proteiner, vil en kunne hos en voksen person
gjenfinne ca. 400 pg/g avfering. For de estimerte inntaksmengdene av Cry-proteiner som er
presentert her er det ikke tatt hensyn til eventuelle nedbrytning av proteinene ved
prosessering.

Tabell 3. Teoretisk daglig inntak av Cry-proteiner.

Concentration in grain TMDI of ]]rltm}iu1
Protein [ng/mg DW] [mg/kg bw/day]
CEY1F 39 00094
CEY34AL1 32 0.0769
CEY35AL1 1.20 0.0029
PAT 0090 0.0002
CEY1Ab 023 0.0006
CP4 EPSPS 13 0.0312

* Based on a maize consumption of 148 4 gperson/day and a mean body weight of 61.8 kg

Tabellen viser teoretisk inntak av Cry-proteiner. Tabellen er hentet fra Pioneer Hi-Bred sin
EFSA-markedsferingsseknad av mais 1507x59122xMONS810xNK603.

De mengder Cryl Ac som ga mucosal adjuvanseffekt ved sondeforing av mus var fra 10 pg til
100 pg/mus (Vazquez et al. 1999). De mengdene av Cry- protein en vil {4 i seg ved & spise ra
GM- mais ligger i samme storrelsesorden som de mengdene som ble benyttet ved
immunisering 1 museforsgkene. I mais vil Cry proteinet utgjere mindre enn 0,01 % av
proteinet i maten. I museforsekene var adjuvanset blandet med peansottekstrakt. I et mais-
maltid vil Cry- proteinene vaere blandet med de andre ikke-allergene proteinene fra mais samt
eventuelle potensielt allergene matvarer som inngar i méltidet. Den lave konsentrasjonen i
human tarm gjeor at man ma vare forsiktig med & trekke slutninger om adjuvanseffekter hos
mennesker ut fra de beskrevne museforsokene.

I en eksponeringsbetraktning ber en skille mellom grennsaker og frukt som ikke er bearbeidet
og bearbeidede eller prosesserte matvarer. Eksponeringen for Cry-protein vil vare sterst for
ra frukt og grennsaker. All mais blir imidlertid kokt eller prosessert for den blir brukt som
mat.

3.3.1.2 Forekomst i prosesserte/bearbeidede varer:

Maiskolber fra sukkermais spises direkte av mennesker og egner seg godt til grilling, koking
eller steking, salater og som snacks, men spises ikke ra. I sesknadene pa Extranet er det ingen
eller lite dokumentasjon om innholdet Cry-proteiner i sukkermais. USAs tekniske komite for
pesticidkontroll (BPC) har i forbindelse med Monsantos registrering av sukkermais for
dyrking 1 USA, dokumentert innholdet av Cry-proteiner i maisfra. I sukkermaisene MON
89034 og MON 89034 x MON 88017 var CrylA.105 proteinmengdene henholdsvis 5,9 og
5,6 ng/g terrvekt, og Cry2Ab2 henholdsvis 1,3 og 1,3 pg/g terrvekt. Mengde CrylAb i Bt 11
sukkermais ble oppgitt til 1,4 png/g vitvekt i fro (Hicks et al. 2008).

For prosesserte matvarer fra mais vil et realistisk inntak av Cry-protein vare vesentlig lavere
enn de mengdene som er angitt i kap. 3.3.1.1. Mais er en bulkvare hvor flere typer mais fra
mange dkre samles i felles siloer for videre prosessering. Det vil sdledes neppe spises 100 %
av én type mais. Bdde mais og soya blir prosessert for de blir spist. Under prosesseringen blir
proteinene i mais og soya utsatt for ekstreme betingelser som leder til denaturering. Disse
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betingelsene inkluderer varmebehandling, pH forandringer, reduksjonsmidler og mekanisk
spalting. Disse behandlingene leder for en stor del til minst 2 log reduksjon av funksjonell
aktivitet til under deteksjonsgrensen hos proteinene (Hammond & Jez 2011).

Vi spiser stort sett prosessert mais hvor proteinene 1 mange tilfeller er helt eller delvis
degradert eller er fjernet. Eksempelvis vil Cryl Ab-proteinet ved behandling med basisk
losning (nixtamalisering) og oppvarming til 100 °C 1 5 minutter fore til 40 % tap, mens ved
tillaging av maisgret var Cryl Ab-proteinet stabilt opptil 75 °C. Oppvarming ved denne
temperaturen (75 °C) 1 3 min forte til ca. 90 % tap av proteinet. Oppvarming av tortilla til 190
°C 1 10 sekunder forte til fullstendig tap av Cry1Ab- proteinet (de Luis et al. 2009).
Sukkermais blir 1 stor grad hermetisert ved ca. 100 °C i 3-4 minutter, og sterilisert ved 125-
320 °C 1 7-9 minutter, mens sukkermaiskolber kokes i1 3-7 minutter.

Varmestabilitetsstudier av Cry34Abl og Cry35Ab1 viser at disse proteinene mister sin
biologiske aktivitet ved oppvarming i 10 mM fosfatbuffer (pH=7,5) i 30 minutter ved
henholdsvis 90 °C, 75 °C og 60 °C (Herman 2000). Cry1C oppvarmet i karbonatbuffer med
pH 9,5 viste at proteinet brytes delvis ned ved 75 °C og fullstendig ned ved 100 °C (Metahelix
Life Sciences Private Limited 2009). Cry1F- protein mister sin biologiske aktivitet ved
oppvarming i 10 mM fosfatbuffer (pH=7,5) 1 30 minutter ved henholdsvis 90 °C og 75 °C.
Ved 60 °C var dedeligheten av toksinet for insekter 25 % (Herman 2000).

Cry3Bbler oppgitt som ikke varmestabilt. Oppvarming av maismel som inneholder Cry3Bbl
til 204 °C 1 30 minutter gdela bade immunreaktivitet og insektsbioaktivitet til Cry3Bb1 (EPA
2007).

332 NEDBRYTING AV CRY-PROTEIN | TARM

Flere foringsforsgk har vert utfort for & se pa nedbrytning av Cry proteiner i ulike forseksdyr.
Foring av gris med Btl 1-mais som uttrykker CrylAb-proteinet, viste ved bruk av ELISA-
metodikk at Cryl Ab gjenfinnes i mage, duodenum, ileum, cecum og rektum. Mengde Cry1Ab
1 foret var 600 ng/g, og mengde Cryl Ab-protein i rektal-innholdet var 300 + 140 ng/g. Dette
forseket viser at i gris blir 50 % av Cry-proteinet fordeyd (Chowdhury et al. 2003). Nativt
CrylAb er i noen forsgk med simulert magesaft ved pH 2,0 vist & vare mer stabilt mot
nedbrytning enn tidligere antatt (Guimaraes et al. 2010). Ved foringsforsek med gris foret
med Btl1-mais som inneholder Cry1Ab finner en allikevel at nivdet av Cryl Ab i tarmen er
lavt (<3-300 ppb) (Walsh et al. 2011, Chowdhury et al. 2003).

Stabiliteten til rensede Cry-proteiner er ogsa testet i simulert magesaft ved pH 1,2. Forsgket
viste at proteinene ble brutt ned i lapet av meget kort tid, ca. 30 sekunder (Betz et al. 2000).
Det antas derfor at proteinene ogsa brytes raskt ned i menneskets mage nar pH er lavere enn
2,0.

Cry- proteiner av klasse Cry1, Cry2 og Cry3 brytes lett ned in vitro i simulert magesaft ved
pH 1,2 (Betz et al. 2000, Noteborn & Kuiper 1995). Proteinene brytes generelt ned til
fragmenter som er mindre enn 2 kD. Cry-proteiner er imidlertid stabile i simulert tarmsaft ved
pH 7,5. Nedbrytningstester av Cry-proteiner ved bruk av simulert magesaft ved pH 1,2 og
simulert tarmsaft ved pH 7,5 utferes som en del av dokumentasjonen rundt markedsforings-
soknadene.

Nedbrytningshastigheten av Cry1 Ab gker dramatisk bade i simulert magesaft og simulert
tarmsaft nar proteinet pd forhand er varmedenaturert (Okunuki et al 2002). Nedbrytningen var
meget rask bade nar det ble benyttet renset protein og proteinekstrakt fra mais.
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Medisinske syreneytraliserende midler eker den allergiske responsen mot matallergener dels
ved 4 oke pH og derved blokkere enzymatisk proteinnedbrytning 1 magesekken, dels ved
innehold av alum (et kaliumaluminiumsulfat salt) som pa en pH-uavhengig méate virker som
et Th2-adjuvans pa slimhinnene (Brunner et al. 2009).

3.3.2.1  Kunnskapshull

Det er usikkerhet og manglende kunnskap om hvilken dose-effektberegninger som er mest
relevant for Cry-proteiner og adjuvanseffekter i tarmen. Cry-proteiner i maten vil etter all
sannsynlighet ikke vare likt fordelt over hele tarmen og lokal dose vil vare den viktigste.

Det er ogsa kunnskapshull i forstaelsen av faktiske doser som blir eksponert til epitelceller
hos ulike individer (variasjon 1 stabilitet av Cry proteiner i ulike maisprodukter , samt pH-
variasjon i magesyre).

Videre er det er ogsa ukjent om eksponering i munnhulen og svelg kan ha betydning.

333 SAMLET KONKLUSJON PA RESTVERDIER | PROSESSERTE VARER

Det er all grunn til & anta at eksponering for Cry-proteiner etter inntak av prosesserte matvarer
er lavere enn for rdvaren. Det er flere dokumenterte foredlingsprosesser som gir en reduksjon
av Cry-proteiner. Cry- proteinene er generelt ikke varmestabile proteiner. Imidlertid varierer
denatureringstemperaturen mellom forskjellige Cry- proteiner. Det kan ikke utelukkes at noen
Cry- proteinvarianter taler hoye temperaturer. Denaturerte Cry- proteiner antas ikke & vere
biologisk aktive.

3.34 ANDRE KILDER TIL EKSPONERING FOR CRY- PROTEINER

I en eksponeringsvurdering er det ogsd viktig & ta hensyn til at det kan vare et visst
bakgrunnsniva av Cry-protein i matvarer. I Danmark er det foretatt restmélinger av B.
thuringiensis pa diverse gronnsaker og frukt og det er funnet hoye verdier (>10* CFU g) i
mange av disse matvarene (Fredriksen et al. 2006). I folge Bae et al. (2004) vil
konsentrasjonen av B. thuringensis pa druer vare i storrelsesorden ca. 10* cfu/g (vatvekt) pa
hestingstidspunktet ved bruk av Bt-sproytemiddel, og Bt- konsentrasjonen 1 druesaft vil vare
10" 10’ cfu/ml. Dersom en gjennomsnittlig bakteriecelle veier ca. 1 pikogram, vil en
konsentrasjon pa 10 cfu/g matvare tilsvare ca. 0.01pug bakteriemasse/g (Cry-proteinet utgjor
ca. 20-30 % av bakteriesporemassen).

Det kan se ut som om de heyeste verdiene finnes i tomater og agurker fra Danmark (1,1 10*
og 1,2 10° CFU g™, men ogs4 i europeisk importert frukt kan det vare hoye verdier
(grapefrukt fra Italia 9400 CFU g'). I mer lang-transportert frukt som for eksempel grapefrukt
fra Chile er det funnet lave verdier (10 CFU g). Det kan alts& synes som om bakteriene dor
eller forsvinner under transporten. Det er i undersgkelsen ikke opplyst noe om forekomst av
dede bakterier pa de samme matvarene. I andre danske undersekelser er det ogsa funnet rester
av bakterien pa en lang rekke matvarer (Damgaard et al. 1996; Rosenquist et al. 2005; Valero
et al.2002; Martin & Travers 1989; Phillips & Griffiths 1986; Hendriksen & Munk Hansen
2008). Nivaet av Cry-protein i disse studiene er som regel i samme storrelsesorden, ofte 10*
cfu/g B. thuringiensis (Bae et al. 2004). Det er ikke rapportert om skadelige effekter av denne
eksponeringen. Miljostyrelsen i Danmark vurderer, at det ut fra undersekelser ikke er noen
grunn til 4 anta, at bruken av mikro-biologiske plantebeskyttelsesmidler basert pa B.
thuringiensis har medfert gastroenteritis hos dansker (Hendriksen & Munk Hansen 2008).
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Siden B. thuringiensis som plantevernmiddel ikke er godkjent i Norge vil ikke disse
restverdiene forekomme pa norske matvarer, men verdiene er relevante for importerte varer.

3.3.4.1 Kunnskapshull

Det er biologiske forskjeller og kunnskapshull knyttet til en sammenligning av naturlige
eksponeringskilder til Bt-proteiner og Cry-proteinene som er til stede i transgene plantene.
Planteversjonene er til stede i planten over lengre tid, ikke bare etterkant av sproyting og gir
vesentlig hoyere eksponering. Proteinene i planteversjonene representerer det aktive toksinet
og krever ikke alkalisk miljo for aktivering. Flere av Cry-proteinene uttrykt i planter er
rekombinering av ulike naturlig foreckommende Cry-proteiner, og flere nyere transgene
planter inneholder stacks av flere typer (rekombinerte) cry-gener.

Det er ogsa uklart 1 hvilken grad de ulike cry-genene, med ulike biologiske karakteristika, kan
sammenlignes med Bt-sproytemidler som ogsa har ulik sammensetning og bruksomrader.

335 EKSPONERING TIL CRY-PROTEINER I LUFTVEIENE OG HUDEN

Det er utfort undersokelser omkring eksponering via luftveiene i forbindelse med bruk av B.
thuringiensis som spraytemiddel i drivhus (Madsen 2011). Resultater fra noen av
undersegkelsene viser indusering av IgE rettet mot bakterie-ekstrakter, men utfra metoden som
er brukt kan det ikke konkluderes med at IgE er rettet mot Bt-proteinet. Undersgkelsene
konkluderte imidlertid med at eksponeringen ikke var assosiert med respiratoriske
symptomer. Konsentrasjonen av Bt-proteinet er ikke angitt, men i folge Madsen (2011) vil
luftkonsentrasjonen vare mindre enn 1000 cfu/m’. Dette antas 4 tilsvare en eksponering hos
drivhusarbeidere pa ca. 6-7000 cfu per dagsverk. Helseundersokelse av en liten gruppe
girdsarbeidere (48 arbeidere) som brukte Bt-plantevernmidler viste ved hudtesting statistisk
signifikant reaksjon mot Bt-sporeekstrakter i forhold til lav- og medium Bt-
eksponeringsgrupper (Bernstein et al. 1999). Lav- og medium-eksponeringsgruppene var ikke
1 direkte kontakt med Bt-plantvernmidler. Positiv hudtest mot Bt pro-o-endotoksiner ble ogsa
pavist hos to arbeidere i1 gruppen som brukt Bt-plantevernmidler. Underseokelsene konkluderte
med at denne eksponeringsveien ikke var assosiert med respiratoriske symptomer, men at den
kunne gi hudreaksjoner (Bernstein et al. 1999).

Matallergi kan induseres ved eksponering til allergenholdig husstev bade 1 luftveiene og
huden, men en eventuell adjuvanseffekt av Cry-proteiner i denne sammenheng er ikke blitt
undersokt.

3.4 RISIKOVURDERING

Risiko er definert som sannsynligheten for at en hendelse skal inntreffe multiplisert med
konsekvensen av hendelsen hvis den inntreffer.

Det foreligger fa studier som har undersekt mulige adjuvanseffekter av de 2 Cry-proteinene
som er undersgkt. Sannsynligheten for at mat basert pA GM-planter som inneholder Cry-
proteiner, vil medfere sensibilisering av en person og videre utvikling av matallergi er liten
fordi innholdet av Cry-proteiner i maten vil vare lavt i mennesketarmen. Cry-proteinene
generelt vil vare ustabile pa grunn av varmebehandling, prosessering og lav pH (pH<2.0) i
magesekken. Det er derfor vanskelig & kvantifisere risikoen. Konsekvensen, det vil si
sykdommen matallergi, vet vi derimot kan vere alvorlig for individet som eventuelt rammes.
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4 Konklusjon

Omsetning og bruk av genmodifiserte mat- og forvarer i Norge krever godkjenning.
Faggruppen har vurdert helserisiko knyttet til neeringsmidler og for som har fatt satt inn gener
som koder for Cry-proteiner i sitt arvestoff pa generelt grunnlag.

Risikovurderingen omfatter ikke genmodifiserte rdvarer med Cry-proteiner, siden de plantene
som har Cry-proteiner i seg, mais og soya er bearbeidet for konsum. Faggruppen har ikke
funnet det nedvendig & vurdere risikoen knyttet til inntak av rd grennsaker, siden ingen er
aktuelle for det norske markedet i dag. Vurderingen omfatter derfor kun bearbeidede matvarer
og for fra planter med Cry-proteiner.

Selv med eksisterende usikkerhet, vil Faggruppen ut fra foreliggende kunnskap konkludere
med at det er meget lite trolig at Cry-proteiner 1 maten utgjor noen ekt helserisiko 1 de
mengder en vil kunne fa i seg ved & spise prosessert genmodifisert mais eller soya, i forhold
til & spise mat basert pé tilsvarende isogen ikke-modifiserte planter.

For dyr vil det vaere rimelig & forvente at en eventuell adjuvanseffekt neppe vil pavirke dyrets
helse. Det er ogsa svert lite trolig at inntak av mat fra dyr som har spist forvarer som
inneholder Cry-proteiner, skal ha noen skadelig innvirkning pa mennesker.

Faggruppen har ikke funnet dokumentasjon pa en eventuell effekt av eksponering via
luftveiene eller huden for Cry-proteiner fra genmodifisert materiale og heller ikke for mulige
adjuvanseffekter etter slik eksponering.
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Kunnskapshull

Det er mange kunnskapshull knyttet til vurderinger av adjuvans. Det meste av immunologiske
adjuvansforsek er utfort med CrylAc. Det er uvisst om de andre Cry-proteinene har
tilsvarende adjuvansegenskaper.

Mengden Cry-proteiner i genmodifisert mais og soya er marginal i forhold til mengden av
andre adjuvanser som foreligger som naturlige komponenter i mat. Det er imidlertid for en
stor del uvisst 1 hvilken grad disse naturlig forekommende adjuvansene og Cry-proteinene
bidrar til utvikling av allergi. Bestemmelse av en slik betydning vanskeliggjores av at det ikke
finnes validerte metoder for & male adjuvanseftfekt.

Muligheten for at Cry-proteiner kan ke permeabiliteten til tarmepitelet og derved fore til
“bystander”-sensibilisering hos arvelig disponerte individer mot sterke allergener 1 kosten,
kan ikke helt utelukkes. En slik mulighet kan utforskes i en relevant dyremodell.

Et usikkerhetsmoment i eksponeringvurderingen er manglende data vedrerende eksponering
via luftveiene og huden, og ogsé kvantitativ forstdelse av sammenhengen mellom
eksponeringsgrad til adjuvans og en eventuell effekt i form av utvikling av allergi.
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