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KURZFASSUNG

Die vorliegende Studie beschreibt und vergleicht gesetzliche Regelungen zur Vorgangswei-
se bei der toxikologischen und allergologischen Sicherheitsbewertung von GVO-Produkten
in den EU und den USA sowie diesbezlgliche Leitlinien u. a. von OECD und FAO/WHO.
Aufgrund des engen Zusammenhangs mit dem Konzept der substanziellen Aquivalenz, wer-
den auch diesbezugliche Regelungen und Leitlinien einbezogen. Bisherige Untersuchungen
zur Praxis der substanziellen Aquivalenz werden zusammengefasst. Um die regulatorische
Praxis in den USA nachvollziehen zu kénnen, wurden zudem Kurzfassungen von US-An-
tragsunterlagen miteinbezogen. Diese Studie ist ein Teilergebnis des Projektes , Toxikologie
und Allergologie von GVO-Produkten®, das auch die Untersuchungen zur Praxis der Sicher-
heitsbewertung von gentechnisch veranderten Pflanzen nach der Novel Food Verordnung
und die Formulierung von Empfehlungen zur Standardisierung mit einschlief3t (siehe Endbe-
richtsband ,Toxikologie und Allergologie von GVO-Produkten. Untersuchungen zur Praxis
und Empfehlungen zur Standardisierung der Sicherheitsbewertung von gentechnisch veran-
derten Lebensmitteln®).

Bei der Abschatzung maglicher gesundheitlicher Risiken von Lebensmitteln aus gentechnisch
veranderten Organismen (GVO) stehen toxikologische und allergologische Aspekte im Vor-
dergrund. Toxische oder antinutritive Wirkungen kénnen von neuen im GVO exprimierten Pro-
teinen selbst ausgehen — sofern diese im Lebensmittel noch vorhanden sind. Nicht-inten-
dierte Sekundareffekte der gentechnischen Veranderung kénnten aber auch zur vermehrten
Bildung von bekannten oder zur Bildung von neuen Toxinen flhren, z. B. kénnte als Folge
einer gesteigerten Enzymaktivitat bzw. einer enzymatischen Inhibition die Synthese toxischer
oder antinutritiver Komponenten verandert werden.

Bei Proteinen handelt es sich um Einzelstoffe, die mit verfigbaren Methoden der Toxikologie
relativ gut untersucht werden kénnen. Fir die Abschatzung von Sekundareffekten in einer
gentechnisch veranderten Pflanze (GVP) oder einem Lebensmittel sind diese Methoden je-
doch nur bedingt geeignet, da Pflanzen oder Lebensmittel sehr komplexe Stoffgemische sind
und aus einer hohen Zahl von Einzelkomponenten bestehen. Deshalb und aufgrund von me-
thodischen Problemen kann eine absolute Toxizitat in diesen Fallen nicht ermittelt werden.
Es wird daher versucht, durch indirekte Verfahren und einen Vergleich mit konventionellen
Pflanzen oder Lebensmittelprodukten zur Abschatzung einer relativen Toxizitat zu gelangen.

Proteine konnen auch allergenes Potential haben. Durch gentechnische Verfahren konnen
Proteine in Lebensmittel gelangen, die aus bekanntermalen allergenen Organismen stam-
men oder aus solchen, mit denen bislang keine nennenswerte Exposition in Lebensmitteln
stattgefunden hat und somit auch keine Erfahrung vorliegt. Zudem kann ein allergenes Po-
tential — analog wie bei der Toxizitdt — auch das Resultat von Sekundareffekten sein, indem
beispielsweise ein vorhandenes pflanzenspezifisches Allergen hochreguliert wird.

Rechtliche Rahmenbedingungen in der EU

Lebensmittel aus GVO (GV-Lebensmittel), die innerhalb der EU in Verkehr gebracht werden,
muissen derzeit (Stand: Marz 2003) ein Zulassungsverfahren im Rahmen der Verordnung
258/97 fur neuartige Lebensmittel und Lebensmittelzutaten (Novel Food Verordnung) durch-
laufen, in welchem mogliche gesundheitliche Risken geprift werden. Toxikologische und al-
lergologische Aspekte werden in der Verordnung nicht explizit erwahnt, sind implizit jedoch
ein Schwerpunkt dieser Prifungen.

Zur Orientierung fur die Antragsteller und die zustandigen Behorden fur die Ausgestaltung
der Sicherheitsbewertung kénnen die Empfehlungen der EU-Kommission 97/618/EG heran-
gezogen werden. Darin werden die Untersuchungsaspekte auf toxikologischer und allergo-
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logischer Ebene zwar etwas konkreter gefasst, jedoch sind weder Art und Umfang der vom
Antragsteller zu erbringenden Informationen und durchzufiihrenden Untersuchungen, noch
Kriterien der Bewertung der Daten hinreichend detailliert festgelegt. AuRerdem kommt den
Empfehlungen keine rechtliche Verbindlichkeit zu. Aus diesen Griinden werden die Erforder-
nisse fur die allergologische und toxikologische Sicherheitsbewertung zumeist erst im Zulas-
sungsverfahren detailliert.

Eine zentrale Rolle bei der Sicherheitsbewertung von GV-Lebensmitteln kommt dem Kon-
zept der substanziellen Aquivalenz zu, da der Aquivalenz-Status zum einen Art und Umfang
der fur die Sicherheitsbewertung erforderlichen toxikologischen, allergologischen und ernah-
rungswissenschaftlichen Untersuchungen definiert, zum anderen, ob ein Genehmigungsver-
fahren nach Artikel 4 oder — im Fall von substanziell aquivalenten Produkten — ein verein-
fachtes Anmeldeverfahren nach Artikel 5 erfolgen muss.

Nach einem Vorschlag fir eine neue EU-Verordnung fur Lebens- und Futtermittel aus GVO
soll diese Differenzierung zugunsten eines einheitlichen Verfahren aufgegeben werden. Das
Konzept der substanziellen Aquivalenz soll dabei allerdings erhalten bleiben. Die Antrage
werden dann auch nicht mehr bei den nationalen Behdrden gestellt werden, sondern bei der
neu eingerichteten European Food Safety Authority, was eine einheitlichere Beurteilungs-
praxis mit sich bringen soll. Konkretere Ausfihrungen zur Bewertung des toxikologischen
und allergologischen Risikos sind dem Vorschlag aber ebenfalls nicht zu entnehmen.

Neben gentechnikspezifischen Regelungen kénnen auf dem Weg vom ,Acker auf den Tel-
ler auch zahlreiche nicht-gentechnikspezifische EU-Regelungen zur Anwendung kommen:
Harmonisierte Regelungen liegen fir den Saatgut-, Pflanzengut- und Sortenzulassungsbe-
reich vor, wobei toxikologische und allergologische Aspekte nicht berlcksichtigt werden. Fur
konventionelle Lebensmittelprodukte ist in der EU kein Zulassungsverfahren vorgesehen.
Ausnahmen bestehen allerdings z. B. fir Lebensmittelzusatzstoffe. Im Osterreichischen Le-
bensmittelrecht werden toxikologische Aspekte nur in Zusammenhang mit Mycotoxinen,
Ruckstanden und Aromen erwahnt. Die toxikologische und allergologische Sicherheitsbe-
wertung von GV-Lebensmitteln ist somit auf die gentechnikspezifischen Zulassungsverfah-
ren beschrankt.

Abschiatzung des humantoxischen Potentials bei GV-Lebensmitteln

Zur Abschatzung des humantoxischen Risikos wird gemafl den Empfehlungen 97/618/EG
das Konzept der substanziellen Aquivalenz als Ausgangsbasis herangezogen. Nur wenn kei-
ne substanzielle Aquivalenz festgestellt wird, miissen chemische Struktur, chemisch-physi-
kalische Eigenschaften des neuartigen Lebensmittels, Zusammensetzung, Donororganismus
und die erwartbare Exposition vor allem gefahrdeter Bevdlkerungsgruppen bericksichtigt
werden. Im Falle einer vollstéandigen substanziellen Aquivalenz sind keine weiteren Toxizi-
tatstests vorgesehen, im Falle einer partiellen Aquivalenz beschrénken sich die weiteren
Tests auf die abweichenden Merkmale. Die Empfehlungen beinhalten auch Entscheidungs-
baume zur Vorgangsweise bei der Sicherheitsbewertung.

Teilweise konkretere Vorschlage werden im Rahmen von OECD und FAO/WHO Empfeh-
lungen gemacht. Weitestgehend Ubereinstimmung zu den EU-Empfehlungen besteht in ei-
nigen Eckpfeilern der Sicherheitsbewertung, namlich der substanziellen Aquivalenz sowie
der Berlcksichtigung der moglichen Toxizitat des neu eingefihrten Genprodukts und — in-
folge von moglichen Sekundareffekten auf vorhandene Pflanzentoxine — auch der gesamten
GVP. Ferner sollen unterschiedliche Anbau- und Herstellungsbedingungen sowie die Exposi-
tion spezieller Bevolkerungsgruppen berucksichtigt werden.

Die deutlichsten Unterschiede zwischen den Empfehlungen bestehen in den Erfordernissen
zur Untersuchung der neu eingebrachten Proteine im GVO: Toxikokinetische Untersuchun-
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gen sowie Tests zur Feststellung subchronischer und chronischer Toxizitat, Karzinogenitat
und Teratogenitat werden in den EU-Empfehlungen verlangt. In den FAO/WHO Empfehlun-
gen sind dieselben Tests hingegen nur fir neue nicht proteinogene Substanzen vorgesehen,
wahrend die OECD keine Vorschlage zu konkreten Tests macht. Die FAO/WHO schlagt
auch Sequenzvergleiche mit bekannten Toxinen und Antinutritiva sowie Tests zur Thermo-
stabilitat und zum gastro-intestinalen Abbau vor, als auch eine Sicherstellung, dass das un-
tersuchte Genprodukt (meist mikrobiellen Ursprungs) strukturell und funktionell mit dem far
den Verzehr bestimmten Protein (pflanzlichen Ursprungs) identisch ist.

Bei der Berucksichtigung des toxischen Potentials des gesamten Lebensmittels besteht weit
gehend Ubereinstimmung, dass dieses untersucht werden sollte, gleichzeitig wird aber auf
die beschrankte Aussagekraft von traditionellen Futterungsstudien hingewiesen. Die EU-
Empfehlungen schlagen zumindest einen 90-Tage-Test vor. Der Einsatz von anderen alter-
nativen Methoden wird in allen Empfehlungen vorgeschlagen.

Abschiatzung des allergenen Potentials bei GV-Lebensmitteln

Die Abschatzung des allergenen Potentials wird entlang von Entscheidungsbaumen durch-
geflhrt. Im allgemeinem wird zunachst geprift, ob das neu eingefihrte Protein aus einer
bekannten allergenen Quelle stammt oder aus einer Quelle mit der keine diesbezligliche Er-
fahrung vorliegt. Trifft ersterer Fall zu, soll nach den Empfehlungen 97/618/EG das allergene
Potential des neu eingeflihrten Proteins durch in-vitro und in-vivo Allergietests (RAST, ELISA,
Immuno-Blotting) ermittelt werden. Bei Proteinen, die nicht aus als allergen bekannten Quel-
len stammen, wird empfohlen, das allergene Potential durch Vergleiche mit bekannten Aller-
genen abzuschatzen. Hierfur kdnnen MolekuilgréRe, Glykosylierungsgrad, Sequenzhomolo-
gien und Stabilitdt im Gastro-Intestinaltrakt herangezogen werden.

Auch OECD, FAO/WHO und das International Food Biotechnology Council (IFBC/ILSI) legen
Empfehlungen vor. Die OECD-Empfehlungen sehen gegeniber der bisherigen Praxis um-
fangreichere Vergleichstudien mit bekannten Allergenen vor: Neben der Aminosaurensequenz
sollten auch Sekundar- und Tertiarstruktur des Proteins in den Vergleich miteinbezogen wer-
den. Ebenfalls sollte die Lokalisierung von homologen Sequenzen im Protein berucksichtigt
werden. Die OECD-Empfehlungen aulern sich zudem kritisch gegentiber der Aussagekraft
von in-vitro Verdauungsstudien.

Einzelnen Kritikpunkten versucht ein von der FAO/WHO vorgeschlagener Entscheidungsbaum
Rechnung zu tragen. Es werden Tests zu strukturellen und funktionellen Ahnlichkeiten mit
bekannten Allergenen vorgeschlagen, und beim Vorliegen negativer Sequenzhomologie hat
ein spezifisches und zielgerichtetes Serumscreening unter Bertcksichtigung der Auswahl
entsprechender Seren, der Mdglichkeit posttranslationaler Glykosilierungen und der Anwe-
senheit von Glykan-Epitopen zu erfolgen. Zudem werden im Sinne einer einheitlichen und
nachvollziehbaren Prifpraxis genaue Anleitungen fir die Durchfiihrung der vorzunehmen-
den Tests gegeben. Es werden bei Proteinen aus nicht allergen bekannten Quellen neben
Homologiestudien auch ein gestaffeltes Target Serumscreening und erweiterte Verdauungs-
studien empfohlen. Ein ,neues® Protein soll bereits ab einem deutlich geringeren Homolo-
giegrad (> 35 % oder > als sechs aufeinanderfolgende Aminosauren) als allergen eingestuft
und direkten in-vitro und in-vivo Tests unterzogen werden.

Die IFBC/ILSI Empfehlungen werden bei den Ausflihrungen Uber die US Regelungen be-
schrieben.

Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria M-164B (2003)



10 Toxikologie + Allergologie von GVO-Produkten (Teil 2B) — Kurzfassung

Substanzielle Aquivalenz

Der Vergleich eines GV-Lebensmittels bzw. einer GVP mit einem konventionellen Lebens-
mittel bzw. einer konventionellen Pflanze zur Feststellung der ,wesentlichen Gleichwertig-
keit* wurde erstmals 1990 im Rahmen einer FAO/WHO-Experten-Konsultation in den Kon-
text der Sicherheitsbewertung eingebracht. Seither wurde das auf diesem Vergleich beruhen-
de Konzept der substanziellen Aquivalenz im Rahmen von OECD, FAO/WHO, Codex Com-
mission, Behorden und wissenschaftlichen Komitees weiterentwickelt und konkretisiert. Seit
1993 wurde es in zahlreichen Landern als Grundlage fir die Sicherheitsbewertung neuartiger
Lebensmittel und Lebensmittelzutaten etabliert, so z. B. in der EU, den USA und in Kanada.

Der Vergleich von GVP und konventionellen Pflanzen beruht auf morphologischen und ag-
ronomischen Merkmalen und der Untersuchung von ausgewahlten Inhaltsstoffen. Aus Grin-
den der Durchflihrbarkeit ist das Spektrum der untersuchten Inhaltsstoffe sehr begrenzt, und
beschrankt sich zumeist auf Makronutrients, bekannte Antinutritiva und Toxine. Der Schluss
von dem Vergleich eines solchen Parametersets auf gesundheitliche Unbedenklichkeit ins-
gesamt stofdt auf massive Bedenken — vor allem dann, wenn keine oder nicht hinreichende
toxikologische und allergologische Untersuchungen durchgefiihrt wurden und folgen. Moégli-
che Sekundareffekte kdnnten, so die Kritik, auf diese Weise nicht mit hinreichender Sicher-
heit detektiert werden. ,Whole food“ Langzeitfitterungsstudien werden deshalb von den ei-
nen gefordert, wahrend andere auf die beschrankte Aussagekraft dieser Tests fur eben die-
se Zwecke hinweisen. Auch die Durchflihrung von klinischen Tests zur Untersuchung des al-
lergenen Potentials wird verlangt.

Untersuchungen zur praktischen Anwendung des Konzepts in Zulassungsverfahren kritisie-
ren den zu geringen Untersuchungsumfang bei den Inhaltsstoffanalysen und die mangelnde
Nachvollziehbarkeit und Schllssigkeit in der Argumentation. Die sehr unterschiedliche Pra-
xis hinsichtlich Untersuchungsumfang, Methoden und statistischer Auswertung weist deutlich
auf (zu) grole Interpretationsspielraume hin.

Konkretisierungsbedarf lasst sich beispielsweise bezulglich der Auswahl der Vergleichspflan-
zen erkennen: Die GVP soll mit einer ,mdglichst* isogenen Varietat verglichen werden, die
unter den selben Anbaubedingungen wie die GVP kultiviert wurde. Welches Ausmal an ge-
netischer Homologie nétig ist und wie festgestellte Abweichungen im Vergleich zu gewichten
und interpretieren sind, ist jedoch noch unklar. Nicht festgelegt ist auch, auf welcher Verar-
beitungsstufe der Vergleich erfolgen soll. In der Praxis erfolgt er meist auf Basis der unver-
arbeiteten GVP oder des jeweiligen Pflanzenteils.

Als Reaktion auf die vorgebrachte Kritik wurden konkretere Empfehlungen zu Anbaubedin-
gungen und Auswertungsmethoden vorgelegt und u. a. im Rahmen der OECD Konsensus-
Dokumente die zu untersuchenden pflanzenspezifischen Inhaltsstoffe aufgelistet. Die Ein-
richtung von Datenbanken mit Spannbreiten von pflanzenspezifischen Inhaltsstoffen ist im
Gange. Zudem werden neue Methoden zur Detektion von Sekundareffekten und fir die Si-
cherheitsbewertung der nachsten Generation von GVP getestet: Diese Methoden beruhen
darauf, komplexe Profile von Inhaltsstoffen wie mRNA, Proteine, Metabolite etc. sichtbar zu
machen und Unterschiede in den Profilen zwischen GVP und konventioneller Pflanze zu de-
tektieren. Allerdings sind diese Methoden noch nicht flir eine routinemaRige Verwendung
geeignet und es mussen noch die Grundlagen erarbeitet werden, die so detektierten Unter-
schiede auch entsprechend interpretieren zu kénnen.

Sicherheitsabschatzung in den USA
In den USA wird davon ausgegangen, dass gentechnische Methoden an sich nicht riskanter

sind, als konventionelle Methoden, deshalb wird auch keine Erfordernis flir gentechnik-spe-
zifische Regelungen gesehen. Der Deregulierungsantrag beim US Department of Agriculture
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entspricht in etwa dem Antrag auf Inverkehrbringen nach Teil C der Richtlinie 90/220/EWG
(2001/18/EG) und ermoglicht den kommerziellen Anbau von GVP. GV-Lebensmittel fallen
unter die Zustandigkeit der Food and Drug Administration (FDA) und bei schadlingsresisten-
ten Pflanzen auch der Environmental Protection Agency (EPA).

Eine toxikologische Sicherheitsbewertung wird im letzteren Fall noch vor der FDA von der
EPA durchgefihrt. Diese beruht auf Sequenzvergleichen der eingebrachten Proteine mit be-
kannten Toxinen, in-vitro Verdauungsstudien, Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus
des pestizid-wirkenden Proteins und akuten oralen Toxizitatsstudien. Wenn auf Basis dieser
Tests eine langfristige Wirkung angenommen werden kann, werden auch subchronische
und chronische Toxizitatstests verlangt.

Im Gegensatz zur EU existiert in den USA fiur GV-Lebensmittel keine generelle Zulassungs-
pflicht. Freiwillige Konsultationen mit der FDA werden jedoch nicht zuletzt aufgrund des stren-
geren Haftungsrechts in den USA von den Herstellern bereitwillig in Anspruch genommen.
GV-Lebensmittel missen in den USA nur dann zugelassen werden, wenn sie nicht als sub-
stanziell aquivalent oder als ,generally recognized as safe“ (GRAS) eingestuft worden sind.
Sowohl die rekombinante DNA selber als auch ihre Genprodukte gelten als GRAS, es sei
denn sie stellen eine in Lebensmitteln ursprunglich nicht vorhandene Substanz dar oder wei-
chen erheblich von den vorhanden Komponenten ab.

Das Konzept der substanziellen Aquivalenz wird in den USA allerdings unterschiedlich zur
EU und zu den OECD-Empfehlungen von 1996 interpretiert: Im Gegensatz zur EU kénnen
Produkte, die rekombinante DNA bzw. davon abgeleitete Proteine enthalten oder veranderte
Inhaltsstoffe, z. B. eine veranderte Fettsdurezusammensetzung aufweisen, als substanziell
aquivalent eingestuft werden, wenn Erfahrungen mit Lebensmitteln bestehen, die diese Fett-
sauren beinhalten. Substanzielle Aquivalenz liegt nur dann nicht vor, wenn allergene Protei-
ne Ubertragen wurden, eine erhéhte Konzentration von Toxinen festgestellt wurde oder eine
veranderte Nahrstoffzusammensetzung im Vergleich zu bisherigen Lebensmitteln vorliegt.
Entsprechend dieser weiten Interpretation wurde allen bisher in den USA kommerzialisierten
GVP substanzielle Aquivalenz attestiert.

Untersuchungen zum allergenen Potential missen laut FDA dann erfolgen, wenn das Produkt
des eingefiihrten Gens oder der Donor als allergen bekannt ist. Bei der allergologischen Si-
cherheitsbewertung wird in den USA das IFBC-Schema favorisiert, das bei Proteinen aus al-
lergenen Quellen eine andere Vorgangsweise vorsieht als die entsprechenden Schemata
der EU. In den USA wird bezuglich des Donors noch weiter zwischen ,commonly allergenic®
und ,less commonly allergenic” unterschieden.

Bei Proteinen, die aus Quellen stammen, welche als allergen gelten, wird in beiden Sche-
men zuerst ein in-vitro Allergietest empfohlen (RAST, ELISA, Immuno-Blotting). An diesen
schlief3t ein Skin-Prick Test an. Ist der Skin-Prick Test positiv, wird in beiden Schemen eine
Kennzeichnung empfohlen. Ist dieser negativ, dann erfolgt im US-Schema ein Double-Blind
Placebo-Controlled Expositionstest (DBPCFC), im EU-Schema eine in-vitro Charakterisie-
rung auf Basis von Homologie und Proteinstabilitat. Bei negativem Ergebnis wird in beiden
Fallen eine Markteinflhrung, bei positivem eine Kennzeichnung empfohlen.

Fir Proteine aus einer ,less commonly allergenic* Quelle wird im US-Schema eine verkirzte
Vorgangsweise empfohlen: Zeigt sich im in-vitro Immunoassay keine Reaktivitat, kann auf
weitere immunologische Versuche (Skin-Prick Test, DBPCFC) verzichtet werden. Eine Kenn-
zeichnung wird aber jedenfalls empfohlen.

Fir ein Protein aus einer Quelle, die nicht als allergen bekannt ist, ist die Vorgangsweise in
beiden Konzepten ahnlich und basiert auf Sequenzhomologie und Verdauungsstabilitat.
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EXECUTIVE SUMMARY

The study describes and compares regulations of and procedures in toxicological and aller-
gological risk assessment of GM food in the EU and the USA as well as guidelines from e. g.
OECD and FAO/WHO. Due to its major role in risk assessment regulations and guidelines
pertaining the concept of substantial equivalence are also included. A summary will be pro-
vided what is known so far about how the concept is applied. In order to trace the regulatory
practice in the US summaries of US applications are also taken into account. The study is part
of the project “Toxicology and Allergology of GMO Products” which also included both inves-
tigations on the practice of risk assessment on genetically modified plants according to the
Novel Food Regulation and recommendations for further standardizing of risk assessments.

Toxicological and allergological aspects are probably the most eminent part in the assess-
ment of potential health risks of food derived from genetically modified organisms (GMOs).
Proteins introduced via gene transfer might themselves have toxic or anti-nutritive properties
— in case that they are still present in the final food product. In addition, the modified plant it-
self could exhibit toxic properties. As a result of non-intended secondary effects of the ge-
netic modification, plant toxins might be expressed at a higher rate or so far unknown toxins
might be synthesized. E. g. the synthesis of toxic compounds or anti-nutrients could be
changed as a result of both increased enzyme activity and enzyme inhibition.

The toxicity of proteins can in principle be assessed by standard toxicity testing. In order to
test for secondary effects in a genetically modified plant (GMP), however, these methods are
of rather limited applicability. In the former a single compound, in the latter a highly complex
mixture comprising a large number of compounds has to be assessed. Since absolute toxic-
ity cannot not be assessed with whole plants or food, a relative toxicity is estimated by appli-
cation of indirect approaches and by comparison to a conventional counterpart (food or plant).

Proteins could also exhibit allergic properties. Proteins originating from organisms which are
known to cause allergic reactions or from organisms with no preceding exposure in food might
be introduced into a food stuff. Similar to what is mentioned above allergic properties could
probably appear as result of secondary effects, e. g. in case of upregulation of an plant al-
lergen.

Regulatory context in the EU

In order to introduce food originating from GMO (GM food) into the EU market the product
has to be approved in the course of an authorization procedure — presently (status: March
2003) according to Regulation 258/97 concerning novel foods and novel food ingredients
(Novel Food Regulation). This procedure also includes an assessment of potential health
risks. Toxicological and allergological aspects are not mentioned in the Regulation, but are
implicitly a focus of the assessment.

Commission Recommendation 97/618/EC was issued to give further guidance for applicants
and authorities as well. Toxicological and allergological aspects are thereby put into more
concrete terms. However, the Recommendation does not specify in sufficient detail the re-
quirements for data and testing, nor the criteria that should be used in the assessment of the
data. As a matter of the legal status of the Recommendation, applicants are not obliged to
comply. Hence, the requirements are being put into concrete terms in the course of the au-
thorization procedure, only.

The extent of toxicological and nutritional testing of GM food largely depends on the degree
of substantial equivalence. Instead of passing through the authorization procedure according
to Article 4 GM food deemed to be substantial equivalent can be introduced by a simplified
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notification procedure according to Article 5. The concept of substantial equivalence there-
fore plays a major role in risk assessment.

According to the EU Proposal for a Regulation on genetically modified food and feed this dis-
tinction will be abandoned in favour of a consistent authorization procedure. Nevertheless,
the concept of substantial equivalence will still be part of the new Regulation. Applications
will no longer be submitted to national competent authorities but to the newly established
European Food Safety Authority. This should result in a more consistent assessment prac-
tice. However, the Proposal does not specify any details on toxicological or allergological risk
assessment.

Beyond regulations that are specifically focusing on products resulting from genetic engi-
neering techniques harmonised regulations are covering the placing on the market of seeds,
propagating material and new plant varieties. However, these regulations do not consider
toxicological and allergological aspects. Conventional food does not need to be authorized or
notified at all. Excepted from this general principle are e. g. food additives. The Austrian Food
Law considers toxicological aspects only in case of mycotoxins, residues and flavours. As a
consequence, toxicological and allergological risk assessment of GM food is essentially con-
fined to GMO regulations.

Assessment of toxic properties

The assessment procedure is based on the concept of substantial equivalence. Only in case
the product is not deemed substantial equivalent chemical structure, physico-chemical prop-
erties, composition of the food, donor organism, and exposure — especially of particularly vul-
nerable groups — has to be considered. In case of total substantial equivalence no further
toxicity testing is considered necessary. In case of partial substantial equivalence, further
testing is confined to the novel traits of the GMO. The EU Recommendation also includes
flow sheets in order to guide the assessment procedures.

OECD and FAO/WHO guidelines specify some more details. Considering some major as-
pects of risk assessment these guidelines are largely in accordance with the EU Recom-
mendation: the use of substantial equivalence, the need to consider toxicity of both the newly
introduced protein and — regarding to known plant toxins — the whole GMP; different schemes
of both cultivation and manufacturing should be considered as well as the possible exposure
of particularly vulnerable groups.

The most distinct differences can be found in the requirements for analysis of the newly in-
troduced gene products: toxicokinetics, chronic and sub-chronic toxicity, carcinogenicity, tera-
togenicity are suggested in the EU Recommendation. The FAO/WHO guideline, in contrast,
is suggesting these tests for novel non-protein substances only. FAO/WHO proposes se-
quence comparisons to known toxins and anti-nutrients, thermostability and digestibility stud-
ies. Furthermore, evidence should be provided that the gene product investigated (mostly of
microbial origin) is structurally and functionally identical to the one which will eventually be
consumed (of plant origin).

The EU-Recommendation and the OECD and FAO/WHO guidelines agree that potential
toxic properties of the whole plant should be investigated. It is however, stressed that con-
ventional feeding studies are of limited value. Still, the EU Recommendations suggest to carry
out at least a 90-day feeding study. Alternative methods are proposed in the Recommenda-
tion and in all guidelines.
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Assessment of potential allergenic properties of GM food

The assessment of allergenic properties is based on decision tree approaches. Firstly, it is
usually investigated, whether or not the donor organism is known to be allergenic. According
to the EU Recommendation /n-vitro and in-vivo tests (RAST, ELISA, immunoblotting) should
be applied if the donor is known to be allergenic. If the donor organism is not known to be al-
lergenic the potential allergic properties should be investigated by comparison to known al-
lergens, considering molecular weight, glycosylation, sequence homology, and stability in the
gastrointestinal tract.

OECD, FAO/WHO, and the International Food Biotechnology Council IFBC/ILSI issued guide-
lines as well. The OECD recommendations propose extended comparisons to known aller-
gens: apart from amino acid sequence comparisons also secondary and tertiary structure
should be taken into account. The localisation of homologous sequences should also be
considered. The validity of in-vitro digestibility studies is however questioned.

Some of these criticisms are taken into account in a subsequent FAO/WHO decision tree.
Comparative studies of functional and structural characteristics to known allergens are re-
commended. In case there is no homology whatever, the protein should be subsequently
tested by serum screening. In doing so the selection of sera is crucial and possible post-
translational glycosylation has to be considered as well. More detailed guidance is given on
the testing in order to ensure a more consistent and verifiable procedure. Proteins originating
from donors not known to be allergenic should be subjected to homology studies and a pro-
gressive serum screening as well as extended digestibility studies. Proteins considered as
novel and exceeding a homology of 35 % or more than six subsequent amino acids respec-
tively should be classified as allergenic and subjected to direct in-vitro and in-vivo testing.

Substantial equivalence

The idea to compare GM food or GMP to conventional counterparts in order to estimate their
“substantial equivalence” was introduced into the context of risk assessment in a FAO/WHO
expert consultation in 1990. Ever since the concept of substantial equivalence has been de-
veloped further in the framework of OECD, FAO/WHO, Codex Committee, competent au-
thorities, and scientific committees. Since 1993 the concept has been established as a basis
for risk assessment of novel food and food ingredients in many countries such as EU, USA
and Canada.

Comparing GMP and conventional counterparts is based on morphological and agronomical
characteristics as well as a set of plant compounds. For reasons of feasibility the range of
compounds investigated is however, limited to macro nutrients, known anti-nutrients, and
plant toxins. Grave doubts have been raised on the actual safety of a GM food if safety is
concluded on the basis of such a comparative analysis if no toxicity and allergenicity testing
is performed at all or if toxicity testing was not deemed sufficient and no tests are going to
be performed. Furthermore, secondary effects would hardly be detected by this approach
anyway. Some critics, therefore, call for long-term whole-food feeding studies while others
emphasise the limited validity of these test in this context. Others demand clinical studies in
order to properly assess the allergenic properties.

Studies on how the concept is applied in the course of risk assessment procedures reveal
both lacking validity and conclusiveness in the line of reasoning and criticise also the limited
range of compounds analysed. Furthermore, a lack of consistency in the range of testing and
methods applied as well as in statistical evaluation could be shown. This points to the wide
margins of interpretation of the requirements.
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This could also be seen in terms of selecting the conventional counterpart. Usually a variety
that is as isogenic to the GMP as possible and cultivated under identical conditions should
be used for comparison. The extent of genetic homology needed is however still a matter of
dispute as well as the particular consequences if significant differences will be detected. It is
also still not clarified what stage of the food manufacturing process would be relevant for the
comparative analysis. So far, the unprocessed plant or the respective part of the plant is
used in practice.

As a response to this criticism more detailed recommendations in terms of cultivation and
methods applicable for statistical evaluation were given and OECD Consensus Documents
specifying sets of plant-specific compounds to be analysed were issued. Databases are go-
ing to be established compiling data on the ranges of plant-specific compounds. Besides,
novel methods are being tested which will probably be more appropriate to detect any sec-
ondary effects and which might prove to be very useful in the course of risk assessment of
second generation GMPs. By the use of such methods profiles of complex mixtures of com-
pounds e. g. mMRNA, proteins, metabolites can be visualised and subjected to further com-
parative analysis between the GMP and conventional counterparts. However, these methods
are still not applicable in routine testing and the scientific basis is still to be developed in or-
der to properly interpret any detected differences.

Risk assessment in the USA

In the USA genetic engineering is not considered to pose higher risks compared to conven-
tional breeding methods. Hence, there is no need to introduce regulations specifically deal-
ing with products derived from these techniques. Upon application the US Department of Ag-
riculture could assign a non-regulated status which is a prerequisite for commercial cultiva-
tion. This largely corresponds to an approval according to Part C of Directive 90/220/EEC
(2001/18/EC). GM food is regulated by the Food and Drug Administration (FDA) and in case
of pest tolerant crops also by the Environmental Protection Agency (EPA).

In case of GMP containing plant-pesticides the assessment of potential toxic properties is
carried out by EPA first. This assessment comprises sequence comparisons to known tox-
ins, in-vitro digestibility studies, characterisation of the mechanism of the plant-pesticide, and
testing of acute oral toxicity. If on the basis of these studies a long-term effect could be as-
sumed then additional sub-chronic and chronic toxicity testing will also be required.

In contrast to the situation in the EU GM foods do not require to authorization. Manufacturers,
however, usually take advantage of voluntary consultations with FDA — not least because of
the strict US liability regime. GM food is only subjected to an authorisation procedure if it is
deemed to be neither substantial equivalent nor “generally recognized as safe* (GRAS). Re-
combinant DNA as well as their respective gene products are generally classified as GRAS,
unless they are considered as novel compounds to food or as significantly different from
compounds already present in foods.

The US interpretation of the concept of substantial equivalence is however quite different
compared to the EU and to the OECD Guidelines of 1996. Products containing recombinant
DNA, or their respective gene products are considered to be substantial equivalent. This is
also true for products containing altered compounds, e. g. modified composition of fatty ac-
ids, if there is preceding experience with these particular fatty acids in foods. A product is not
considered substantial equivalent only if the proteins introduced exhibits allergenic proper-
ties, if an increased level of toxins was detected or if the composition of the food stuff was
modified in comparison with foods already on the market. Hence, all GMP commercialised in
the USA so far, are considered substantial equivalent.
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According to the FDA possible allergenic properties have to be tested if either the protein it-
self or the donor is known to be allergenic. In the US the IFBC decision tree is preferred,
which encompasses different procedures in case of allergenic sources compared to the de-
cision trees used in the EU. In contrast to the EU the US scheme distinguishes further be-
tween “commonly allergenic” and “less commonly allergenic donor organisms.

In case of proteins from allergenic donors, both schemes suggest in-vitro tests (RAST, ELISA,
immunoblotting) followed by an in-vivo skin-prick test. If the skin-prick test turns out to be
positive, labelling is recommended. If the test leads to negative results, the US scheme pro-
poses a Double-Blind Placebo-Controlled Food Challenge (DBPCFC), whereas the EU scheme
suggests in-vitro characterisation on the basis of both homology and stability studies. In case
of a negative result both schemes endorse placing on the market, in case of a positive result
labelling is recommended.

In case of proteins form less commonly allergenic donors the US scheme enables a shortcut
procedure. In case of a negative immune reactivity in the in-vitro immunoassay no further
immunological testing (Skin-Prick test, DBPCFC) is required. Still, labelling is recommended.

If the donor is not known to be allergenic, the proposed procedures are similar in both the
US and the EU schemes and comprise sequence comparisons to known allergens and di-
gestibility studies.
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