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Résumé

L’¢évaluation du risque sur la santé des organismes génétiquement modifiés (OGM)
cultivés pour 1’alimentation humaine et animale fait débat a travers le monde, et trés peu de
données ont été publi¢es sur des études toxicologiques a moyen et long terme avec des
mammiferes. Une de ces études réalisée sous la responsabilité de la Compagnie Monsanto
avec un mais transgénique MON 863 a fait ’objet de questions de la part d’experts de
comités d’autorisations en Europe, ou il a été finalement approuvé en 2005. Cela a
nécessité une nouvelle évaluation des résultats de pathologie rénale, et cela demeure 1’objet
de controverses. Une action en Cour d’Appel a Miinster en Allemagne a permis au public
d’accéder en juin 2005 a toutes les données brutes de cette étude de nutrition de rats durant

90 jours. Nous avons ré-analysé ces données de facon indépendante. Des statistiques



appropriées ont été ajoutées, comme une analyse multivariée des courbes de croissance, et
pour les parameétres biochimiques des comparaisons entre les rats traités aux OGM et les
témoins nourris avec un régime normal équivalent, et encore séparément entre les rats
traités aux OGM et d’autres groupes « références » nourris avec six régimes de différentes
compositions. Nous observons que la consommation des rats nourris au MON 863 a
provoqué de légeres variations de croissance significatives, différentes selon la dose et le
sexe. Il y a une diminution de 3,3% du poids pour les males et une augmentation de 3,7%
pour les femelles. Les mesures chimiques révelent des signes de toxicité hépatorénale,
marqués également par des sensibilités différentes chez les males et les femelles. Les
triglycérides sanguins augmentent de 24 a 40% chez les femelles (soit a la semaine 14 pour
la dose de 11% d’OGM ou a la semaine 5, pour la dose de 33%, respectivement) ; les
excrétions urinaires de phosphore et de sodium diminuent chez les males de 31 a 35%
(semaine 14, dose 33%) pour les résultats les plus importants significativement reliés au
traitement OGM en comparaison des 7 régimes testés. Des expériences plus longues seront
essentielles pour indiquer la nature réelle et 1’étendue de ces possibles pathologies ; avec
les données présentes, il ne peut pas étre conclu que le mais transgénique MON 863 est un

produit sain.

Introduction

Trés peu d’études ont été publiées avec des mammiféres consommant a moyen et long
terme des OGM approuvés et commercialisés, et administrés dans un régime €quilibré, et
comportant des mesures de nombreux paramétres sanguins et organiques (Domingo 2000,
Meningaud et al. 2001), et seulement une étude a été réalisée dans de telles conditions avec
le mais MONS863. Celle-ci a été conduite sous la responsabilité de la Compagnie Monsanto

et récemment publiée apreés ¢valuation par les autorités (Hammond et al. 2006). Les



données brutes, tout d’abord gardées confidentielles, ont fait 1’objet de questions d’experts
des commissions d’évaluation en Europe, ou le mais a finalement été approuvé en 2005.
Ces questions ont nécessité, en particulier, un nouvel examen des résultats de pathologie
rénale. L’¢étude ayant été déclarée aprés coup comme apportant une assurance de sécurité
pour cet OGM (Hammond et al. 2006), nous avons ré-analys¢ indépendamment les
données brutes obtenues apres un proces en Cour d’Appel. L’approbation par les autorités
¢tait basée sur le fait que toutes les différences significatives n’auraient pas de sens
biologique. Pour tester cette hypothése, nous avons voulu relier les différences
significatives par organe et appliquer de nouvelles méthodes d’analyse. Ce mais
transgénique a ¢té¢ transformé pour produire dans ses cellules une nouvelle toxine
insecticide artificielle, et a la séquence modifiée a partir de Cry3Bb1 (49-97 pg/g). Celle-ci
a été exemptée d’¢études de toxicité subchronique in vivo (Hammond et al. 2006), et son
mécanisme d’action n’est pas connu chez les mammiferes, parce qu’elle n’a pas été testée
seule; et le récepteur cible n’a pas été caractérisé précisément chez les insectes.

La plupart sinon tous les OGM commercialisés en plein champ contiennent des résidus de
pesticides qu’ils tolérent et/ou produisent (Clive 2006). Leur évaluation réglementaire ne
nécessite pas 3 mois de tests avec 3 especes de mammiféres, puis un an avec un
mammifére, et 2 ans sur un autre, comme il est fait pour les pesticides ou les médicaments.
C’est pour cela qu’il apparait crucial d’analyser trés sérieusement les plus longs tests de
toxicité disponibles uniquement sur une espéce de mammifére, au cours desquels de
nombreux parametres ont ét¢ mesurés sur 400 rats, selon des standards de I’OCDE
(Organisation pour la Coopération Economique et le Développement), pendant 90 jours
seulement. D’autres études indépendantes, avec des souris nourries durant 8 mois par un
soja transgénique tolérant au Roundup ont été trés détaillées, mais seulement au niveau de

I’ultrastructure des cellules. Elles ont montré des anomalies de la transcription nucléaire



dans les hépatocytes pendant la consommation (Malatesta et al. 2002), dans le pancréas
(Malatesta et al. 2003), et les testicules (Vecchio et al. 2004), et I’hypothese a été¢ émise
que ces changements seraient dus aux effets toxiques de I’herbicide Roundup (Monsanto),
sans doute similaires a ceux qui ont été observés sur des cellules de mammiféres (Richard
et al. 2005). Mais les parametres mesurés dans les tests de toxicité les plus longs connus
avec des mammiféres consommant des OGM ne concernaient pas presque tous les organes

et la chimie urinaire et sanguine, comme dans 1’expérience présente.

Matériels et Méthodes

Contexte Biologique : le protocole in vivo de Monsanto

La Compagnie Monsanto revendique avoir suivi tous les standards de I’OCDE : cages
individuelles, animaux répartis au hasard dans chaque groupe aprés une période de
stabilisation d'une semaine, méthodes de mesures validées et standardisées, etc. Cette étude
de nutrition a servi a autoriser le mais MON 863 par les autorités européennes et
américaines. Elle comprend des jeunes rats Sprague-Dawley (Crl:CD®(SD)IGS BR,
Laboratoires Charles River, NY, agés de 6 semaines environ) séparés en 10 groupes de 20
males et 10 de 20 femelles qui ont été analysés en détails (poids des organes et histologie).
Mais les parameétres biochimiques ont ét¢ mesurés seulement pour la moiti¢ d’entre eux a
la semaine 5 et 14. Pour chaque sexe, 2 groupes ont été nourris avec des OGM, un groupe
avec 11% de MON 863 et le second avec 33% dans un régime équilibré. Deux autres
groupes, appelés dans cette étude « témoins », ont ¢té nourris avec un régime contenant la
lignée de mais non OGM génétiquement la plus proche du MON 863, cultivée au méme
endroit (Hawai), indiquée étre équivalente en substance (Hammond et al. 2006) et ingérée
dans des proportions semblables. La plante témoin la plus proche possible sera alors

I’équivalent dit isogénique ou parental, la lignée étant non transformée et cultivée dans les



mémes conditions. Ce témoin est appel¢ ici lignée LH82 x A634. Les 6 autres groupes de
rats ont recu des régimes sans OGM mais qui n’avaient pas la méme composition chimique
finale, méme s’ils ont aussi atteints les caractéristiques PMI pour les régimes certifiés 5002
pour rongeurs. Ils contiennent tous 33% de lignées de mais conventionnelles différentes
(MON 847 Repl, Asgrow RX-770, LH235 x LH185, LH200 x LH172, B73Ht x LHS82,
Burrus BX-86). Celles-ci, appelés ici « références », n’ont pas été cultivées aux mémes
endroits (Illinois ou autres lieux a Hawai), et elles n’ont pas été prouvées é&tre
substantiellement équivalentes a8 ’OGM MON 863 et au régime témoin, mais étaient
censées mimer la variabilité des régimes réguliers de rats. D'autres détails ont été décrits
(Hammond ef al. 2006).

La modification génétique du mais testé ici a été insérée par bombardement de particules
au hasard dans le génome de cellules immatures de plantes. Cela peut provoquer des effets
de mutagenése insertionnelle, non directement visibles par I’analyse chimique du mais ;
cette derniére peut étre seulement partiellement comparée entre OGM et non OGM, en
testant une liste non exhaustive de substances, par exemple au cours de 1’¢établissement de
I’« équivalence en substance ». La construction génétique elle-méme comprend un
transgene (avec un promoteur 35S ubiquiste adapté) codant une toxine modifiée destinée a
lutter contre un insecte coléoptére Diabrotica. Ce parasite dangereux a été¢ probablement
introduit plusieurs fois par avion en Europe a partir de la fin des années 1990 (Miller et al.
2005). Ce probléme a été apparemment anticipé par les premiers essais aux champs du
MON 863 ou d’OGM similaires en Europe. Ce mais contient aussi un géne marqueur de la
néomycine phosphotransférase II, codant une protéine d’antibiorésistance, pour faciliter la

sélection des plantes transformées.



Méthodes Statistiques
Les expériences présentes de nutrition ont ét€ congues et statistiquement évaluées par la
Compagnie Monsanto (St Louis, US), mais les animaux ont été entretenus et analysés par
le laboratoire Covance (Vienne, US).
Nous avons refait les analyses de Monsanto pour vérifier les statistiques descriptives
(tailles des échantillons, moyennes, déviations standards) et ’ANOVA a un facteur par
sexe et par variable. Pour cela, la normalité des résidus a été soumise au test de Shapiro et
I’homéoscédasticité (homogénéité des variances) au test de Bartlett. Dans le cas ou les tests
de Shapiro et Bartlett étaient non significatifs (*p>0,05 et **p>0,01 respectivement) nous
avons mis en ceuvre une ANOVA, et dans le cas d’hétéroscédasticité la méthode
d’approximation de Welch. Dans le cas ou le test de Shapiro était significatif, nous avons
utilisé le test basé sur la somme des rangs de Kruskal-Wallis.
De plus, nous avons entrepris une analyse multivariée des courbes de croissance et de
consommation des rats. Pour les croissances, aprés une régression linéaire, 1’augmentation
hebdomadaire relative a pu étre considérée comme proportionnelle au logarithme du poids,
et nous avons donc utilisé un modele de Gompertz (Ratkowsky 1990, Huet et al. 2004),

Y = a exp(-exp(-b(X-c))).
Le paramétre a représente ici le sommet de la courbe, b est relié¢ au taux de croissance et ¢
est un paramétre de position avec 1’axe des X. Ces paramétres ont été estimés par
régression non linéaire. De maniére a étudier si les courbes de croissance sont
significativement différentes, nous avons comparé les modeles en testant I’hypothese nulle
(qui donnerait les mémes courbes avec des paramétres identiques pour les deux groupes)
contre 1’hypothése alternative (différentes courbes). Pour cela, nous avons utilisé le test F

afin de comparer la somme des erreurs quadratiques sous les deux hypothéses. Le critére



d’information de Akaike (AIC, Akaike 1974) a ét¢ aussi utilisé pour évaluer la probabilité
que les courbes soient différentes.

Nous avons ensuite analysé les effets des OGM pour chaque sexe et chaque régime,
parameétre par parametre, entre les rats nourris aux OGM et le groupe témoin, et ensuite
seulement avec les groupes références. Afin de sélectionner le test de comparaison bilatéral
approprié (Crawley 2005), nous avons d’abord étudi¢ la normalité (test de Shapiro) et
I’¢égalité de la variance (F test). Selon les résultats, nous avons mis en ceuvre le test le plus
adapté, i.e. un test de Student non apparié, un test de Student avec correction de Welch ou
un test non paramétrique de Mann-Whitney (qui est généralement plus approprié avec des
échantillons de taille 10).

Nous avons utilisé le langage R (Crawley 1995) version 2.2.1 pour les calculs statistiques
(Comprehensive R Archive Network, CRAN - http://cran.r-project.org), sauf pour les
courbes de croissance des rats, pour lesquelles des régressions non linéaires ont été
réalisées en utilisant GraphPad Prism (version 4.02 pour Windows, GraphPad Software,

San Diego Californie USA, www.graphpad.com).



Résultats

Nous avons d’abord vérifié toutes les données brutes, et nous avons constaté une
concordance entre nos valeurs calculées et celles publiées par Hammond et al. (2006) de la
Compagnie Monsanto, pour les statistiques descriptives (tailles des échantillons,
moyennes, déviations standards) et ANOVA a un facteur par sexe et par variable.

Poids des corps

Notre ¢étude a consisté en une analyse multivariée des courbes de croissance et de
consommation des rats pour les quatre groupes recevant des OGM ou des régimes témoins
équivalents. Si la consommation animale n’a pas été notablement changée, il apparait que
les courbes de croissance pour les deux témoins de chaque sexe (11% et 33% de la lignée
témoin) sont superposées, tandis que les nourritures aux OGM provoquent des différences
de croissance (Fig.1). Les groupes a 11% d’OGM sont toujours inférieurs aux groupes a
33% dans les deux sexes. Tous les males traités aux OGM croissent moins que les témoins
a partir de la semaine 2, et toutes les femelles plus. Cet effet li¢ au sexe et a la dose résulte
du fait que les courbes de croissance chez les males OGM 11% sont trés significativement
inférieures a celles de leurs témoins, et supérieures pour les femelles OGM 33%. (Table 1).
Toutes les valeurs de p pour les différents groupes comparés aux témoins sont < 0,01. Ceci
résulte en une diminution de 3,3 % du poids pour les males et une augmentation de 3,7 %
pour les femelles.

Autres parameétres

Nous avons tout d’abord étudié¢ la comparaison des effets des OGM sur la physiologie des
rats, par rapport aux témoins nourris avec une lignée de mais isogénique, non transgénique,
équivalente (Table 2), et ensuite les effets de différents mais non équivalents en
compositions (6 groupes références différents versus les témoins). Finalement nous avons

étudié les effets des OGM versus tous les régimes différents (double encadré, Table 2). Au



total 58 parametres biochimiques reflétant la plupart des fonctions physiologiques ont été
mesurés 2 fois (semaines 5 et 14), en particulier pour le sérum et I’urine, et les parametres
hématologiques. Les poids des organes et les différences relatives ont €té ajoutés. Nous
avons réalisé au total 494 comparaisons : 40 différences (8%) sont statistiquement
significatives (*p<0,05); 25 auraient ét¢ attendues sous 1’hypothése nulle d’absence de
différences entre les régimes OGM et les régimes témoins. Parmi les 40 différences
significatives, nous en avons retenu seulement 33 dont la différence relative des moyennes
est > = 5% par rapport aux témoins. Cela a probablement exclu les différences
potentiellement incidentes s’il y en avait. La Table 2 résume seulement la liste des
paramétres significativement perturbés au moins pour un sexe et pour un traitement, et
montre aussi le pourcentage des variations relatives des moyennes. La méme Table 2 est
aussi obtenue si nous utilisons systématiquement le test de Mann-Whitney pour tous les
paramétres biologiques, sauf pour I’albumine a la semaine 14, femelles 11% (14-f11%), le
phosphore urinaire (5-m33%) et I’azote de 1’urée (4-f11%) ; les valeurs de p dans ce cas
sont comprises entre 6,3 et 10,6%; ces paramétres n’ont plus été pris en compte par la
suite. La Table 3 correspond aux valeurs physiologiques des paramétres significativement
perturbés chez les rats nourris aux OGM, en comparaison de leurs témoins correspondants.
Elle met en évidence la quantité impressionnante d’anomalies.

La Table 2 indique que les variations li¢es aux OGM, en comparaison des témoins, ont été
concentrées surtout sur 5 paramétres hépatiques chez les males, et 9 chez les femelles, puis
respectivement sur 9 et 4 paramétres rénaux chez les males et les femelles, par rapport a
I’ensemble des organes étudiés. Nous avons alors mesuré les variations significatives entre
les 6 groupes de références et les témoins (mais isogénique a 1’OGM), ce qui permet
d’étudier les effets potentiels de la composition du régime seule. Les parameétres qui ont

aussi été perturbés dans ce cas ont été déduits des premiers, et encore 3 et 5 parameétres



hépatiques et 7 et 1 parametres rénaux au moins apparaissent alors liés spécifiquement au
régime OGM. Nous avons ensuite comparé les parametres des rats nourris aux OGM aux 6
groupes références, en ciblant sur les différences plus importantes avec les OGM qu’avec
n’importe quel autre régime. Il est toujours ressorti pour les males et les femelles
respectivement 4 et 0 paramétres rénaux et 1 et 2 parametres hépatiques qui sont restés
significativement différents dans tous les cas.

Les changements hépatiques significatifs chez les rats nourris de 11% d’OGM qui ont le
plus faible taux de croissance sont une diminution des protéines sériques totales (de 5%),
certainement due en partie a une diminution en globuline (12%). Chez les femelles, les
triglycérides ont été spécifiquement augmentés chez les groupes d’animaux traités aux
OGM qui avaient des foies et des poids au-dessus de la normale. En fait, les triglycérides
ont augmenté de 24-40% chez les femelles nourries aux OGM (soit a la semaine 14, dose
11%, ou a la semaine 5, dose 33%, respectivement).

Au niveau rénal, les phénomenes correspondent a des chutes en excrétions de phosphore et
de sodium urinaires chez les males, de 31-35% (semaine 14, dose 33%) pour les résultats
les plus importants liés au traitement OGM, en comparaison des 7 régimes testés, tandis
que les autres régimes augmentaient plutot I’excrétion de sodium dans certains cas
(données non fournies).

De plus, pour les males, aucun des parameétres changés significativement par I’OGM ne
I’étaient de la méme maniére par les autres régimes. Les effets de I’OGM correspondent a
une diminution des poids des reins dans ce groupe.

D’autres effets sporadiques de I’OGM sur le glucose sérique, 1’excrétion de chlore urinaire

ou les réticulocytes, variables selon le sexe ou la dose, sont visibles.
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Discussion

L’analyse statistique utilisée pour conclure sur 1’innocuité¢ du mais OGM par Hammond et
al. (2006) a d’abord seulement ¢été réalis€ée pour cette expérience par le centre d’études
statistiques de Monsanto. Son but est d’étudier les effets toxicologiques possibles de
I’introduction de la construction génétique produisant un insecticide dans le mais, ainsi il
devrait étre garanti que les seules sources de variabilité dans ces résultats sont liées a la
présence du transgene, et en dehors des effets dus au hasard. En un sens, 1’adjonction des
6 groupes de références nourris avec d’autres variétés commerciales de mais, qui ne sont
pas substantiellement équivalentes (avec plus ou moins de sels ou de sucres...), introduit
I’étude simultanée d’autres parametres. De plus, les groupes de références comprennent au
total 60 rats par sexe, qui sont mesurés pour leurs parametres biologiques, et ceux-ci sont
comparés a seulement 10 rats nourris avec 33% d’OGM par Monsanto. Nous pensons que
cette différence de taille des groupes favorise les incertitudes. Nous avons donc préféré
séparer les analyses entre les groupes nourris aux OGM et les témoins, dans un premier
temps, et ensuite comparer les groupes OGM aux groupes références (puis les références
aux témoins), au contraire de 1’analyse de Monsanto.

De plus, une étude avec 20 animaux par groupe a déja un pouvoir de discrimination limité,
en conséquence nous pouvons considérer qu’il y a des effets toxiques possibles plus
facilement si plusieurs paramétres sont perturbés pour un méme organe d’une maniere non
négligeable. Malheureusement, a part les témoins et les références, seulement 40 rats par
sexe ont recu des OGM sur un total de 400 animaux dans cette étude, et uniquement la
moitié d’entre eux a été analysée pour des parametres biochimiques, i.e. 10 par dose et par
sexe apres 5 et 14 semaines, comme il a été indiqué.

Les variations de poids des corps, habituellement difficilement modifiés par un régime

normal équilibré avec trés peu de toxines, représentent un facteur important a suivre. Cette

11



¢tude a été absente du rapport statistique de Monsanto. Les variations significatives de ce
facteur n’ont pas €té étudiées par Hammond ef al. 2006, alors que les males nourris de 11%
d’OGM forment la courbe la plus basse de tous les groupes apres la deuxiéme semaine.
Cependant, nous avons clairement prouvé des différences tres significatives de croissance a
la fois pour les males et les femelles, avec un effet moindre du régime a 11% en
comparaison du régime a 33% d’OGM, et des témoins. Il y a eu une augmentation des
poids au-dessus des témoins avec le régime 33%, et sous les témoins avec le régime a 11%
donné aux males. Ceci n’est pas seulement une indication de dysfonctionnement de
plusieurs organes mise en évidence dans la Table 3, mais aussi d’un effet dépendant du
sexe relié sans doute a une perturbation hormonale et/ou a des différences de métabolisme
hormonal. De mani¢re surprenante, les hormones sexuelles n’ont pas ét¢ mesurées dans ces
¢tudes réglementaires, leurs modifications auraient pu expliquer certaines observations.

En fait, les résultats de la Table 2 concordent avec des signes de toxicité hépatorénale
possible, avec une sensibilité plus importante des reins chez les males et des foies chez les
femelles. Une sensibilité différentielle selon le sexe pour les toxiques est courante, la
détoxicification hépatique étant hormono-dépendante par exemple.

Des différences sont significatives avec les OGM méme si les régimes de références ont
des effets spécifiques différents : comme 8-23% de différences dans le taux d’alkaline
phosphatase hépatique, ou dans les activités aspartate aminotransférases, ou encore des
petites variations dans les échanges de chlorure de sodium et de volume urinaires,
probablement dues a des concentrations variables en lipides ou en sels dans les régimes
(données non fournies).

Les effets liés aux OGM sont illustrés a un niveau hépatique par une perturbation du
métabolisme des protéines et des triglycérides. Il est connu que certains hépatotoxiques,

comme le métabolite du produit chimique hydrazine, peuvent causer une nécrose du foie et
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une stéatose avec hypertriglycéridémie dans le sang (Sarich et al. 1996). Ces changements
peuvent avoir des seuils d’apparitions différentiels selon le sexe ou I’état hormonal,
comme on le sait pour des réactions classiques aux hépatocarcinogenes (Castelli et al.
1986, Pitot et al. 1989). De plus, rien dans le protocole ne permet de penser que les
proportions de 11 ou 33% d’OGM choisies dans les régimes s’inscrivent dans la portion
linéaire d’une courbe dose-réponse, apres I’intoxication par une protéine Bt, par exemple.
Certaines toxines Bt peuvent causer une hépatotoxicité humaine par un mécanisme non
apoptotique . (Ito et al. 2004), ou une peroxydation des lipides hépatiques chez les rats
(Shaban et al. 2003). Cependant, il devrait étre souligné qu’un effet métabolique
pléiotropique dii a une mutagenése insertionnelle et indépendant du nouvel insecticide
produit dans I’OGM ne peut étre exclu.

Pour interpréter les données rénales, nous n’avons pas eu acces aux coupes histologiques
des reins apres 1’action en Cour d’Appel, mais Hammond et al. (2006) de Monsanto ont
publié qu’il y avait de petites augmentations d’inflammations localisées, et des signes de
régénérations tubulaires dans le groupe aux OGM en comparaison des témoins. Ils ont fait
des commentaires sur une petite diminution des chlorures sériques. Aprés des questions
des comités d’évaluations en Europe, deux experts certifiés en pathologies, qui avaient été
proposés par Monsanto et qui ont réexaminé les coupes, ont conclu a une néphropathie
progressive chronique classique, a laquelle les rats males sont sensibles (Hard et Khan
2004). Celle-ci a une incidence de 18/20 dans le groupe des males nourris au MON 863,
plus forte que chez les témoins (14/20), méme si cela n’a pas été¢ considéré comme
pertinent par Hammond et al. 2006. Si toutes les données sont considérées dans leur
ensemble, et surtout au vu des parametres de chimie urinaire spécifiquement perturbés aux

semaines 5 et 14 (Table 2), lesquels ne sont pas communiqués par Hammond et al. (2006),
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il peut étre conclu qu’une toxicité rénale lice aux OGM chez les males est observée dans ce
travail.

Pour expliquer les résultats sporadiques observés dans le sang, nous avons trés peu de
données. Cependant, il est connu dans certaines études que les toxines Bt peuvent aussi
perforer des cellules sanguines (Rani et Balaraman 1996).

En conclusion, les deux organes de détoxification majeurs, le foie et le rein, ont été
perturbés dans cette étude. Il apparait que les méthodes statistiques utilisées par Monsanto
n’étaient pas assez détaillées pour constater les perturbations biochimiques, et ce de
maniére a mettre en évidence des signes possibles de pathologies pendant une étude de 14
semaines seulement. De plus, le protocole expérimental pourrait avoir été accompli de
maniére plus efficace pour étudier la toxicité subchronique, en particulier avec plus de rats
nourris aux OGM en comparaison des autres groupes. En considérant que les populations
humaines et animales peuvent étre exposées a des niveaux comparables de ce type
d’alimentation qui a été autorisé dans plusieurs pays, et que ces tests sont les meilleurs
tests de toxicité disponibles chez les mammiféres, nous recommandons fortement une
nouvelle évaluation et des expositions plus longues des mammiferes a ces régimes, avec
des observations cliniques minutieuses, avant de pouvoir conclure que le MON 863 est

propre a la consommation.
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Table 1. Différences statistiques entre les courbes d’évolution des poids.

Les estimations des parameétres pour les modeles de Gompertz ont été calculées (a) pour les
paramétres (Par.) a, b et ¢ et le F test de comparaison de mode¢les effectué¢ (b, test F
colonne 2) avec les valeurs des probabilités critiques p et des statistiques F. Les Critéres
d’information d’Akaike (AIC) et les probabilités (Prob.) de différences (Diff.) des courbes

sont précisées (b, colonne 3).

Table 2. Différences entre les rats nourris aux OGM et les témoins.

Les effets des OGM sont indiqués pour chaque paramétre par les différences relatives (%)
a la moyenne du groupe témoin correspondant par sexe et par dose. Les différences
significatives par rapport aux témoins sont présentées (*p<0,05, **p<0,01), pour tous les
paramétres mesurés dans cette étude de nutrition subchronique. Les parameétres ont été
groupés par organes, selon les sites de synthéses ou s’ils sont des indicateurs classiques de
dysfonctionnement d’un organe. Ils ont ét¢ indiqués pour tous les groupes seulement s’il y
avait des différences statistiques significatives pour un sexe ou un régime ainsi qu’une
différence relative a la moyenne >+ 5 %. Les animaux étaient des rats jeunes adultes males
(m) ou femelles (f) nourris pendant 5 ou 14 semaines avec I’OGM (MON 863, 11 ou 33%
dans le régime) et comparés avec les témoins nourris avec une lignée de mais isogénique

« substantiellement équivalente » (LH82 x A634) qui a été cultivée dans la méme
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localisation (& Hawai). Les paramétres ont été mesurés pour 10 rats, excepté pour les poids
des organes, (20 rats) qui ont été obtenus seulement a la fin de I’expérience.

En simple encadré, nous avons indiqué les différences statistiques significatives entre les
rats nourris aux OGM et les contrdles qui ne le sont pas entre la moyenne des six groupes
de référence et les témoins. Une différence entre les groupes références et témoins pourrait
indiquer un effet du régime a base de la lignée isogénique par lui-méme. En double
encadré, parmi les effets dus a ’OGM sont indiquées les différences statistiques entre les
groupes OGM et la moyenne des 6 groupes de références (qui n’ont méme pas mangé un

régime de méme composition que les témoins).

Table 3. Effets des traitements OGM classés par organes.

A partir de la Table 2, tous les parametres significativement différents entre les rats nourris
aux OGM et les témoins correspondant sont représentés par leur moyenne brute £+ SEM
dans les unités correspondantes précisées. Les différences ont toujours été significatives
par rapport aux témoins selon qu’il y avait une ou deux étoiles dans la Table 2 (p <0,05 ou
<0,01). Les témoins sont soumis a un régime fait avec un mais isogénique
substantiellement équivalent, et toutes les autres conditions (génétique, température,
lumiére, espace ou conditionnement dans les cages...) sont identiques. Le temps
d’exposition aux régimes (5 et 14 semaines correspondant respectivement a 4 et 13
semaines de nourriture OGM véritable), mais aussi les sexes (males m, femelles f), et les

doses (11 ou 33% de mais GM Bt MON 863 dans la nourriture équilibrée) sont précisés.
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Gompertz models for males
Par. | Control 11% GMO 11% One model
a 533,6 524,6 528.,8
b 0,2240 0,2011 0,2126
c 0,1251 -0,0939 0,0185
Gompertz models for females
Control 33% GMO 33% One model
a 286,1 300,1 2929
b 0,2272 0,2016 0,2142
c -1,185 -1,376 -1,282
b
F test AIC
p <0.0001 Prob. >99.99 %
males F=1173 Diff. 28.34
females p =0.0032 Prob..= 98.04 %
F =4.66 Diff. 7.83
Table 1
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Liver parameters week m11% m33% f11% f33%
Albumin / Globulin Ratio 5 11* -3 -9 4
Albumin / Globulin Ratio 14 6 -2 -18** 7
Albumin 5 -3 -2 -2 5*
Albumin 14 -2 -6*
Globulin 5 o*
Globulin 14 -8 15* -2
Alanine Aminotransferase 14 -30* -8 37 4
Total Protein 14 H -5* H 5* 1 3
Triglycerides 5 22 -2 -11 40**
Triglycerides 14 15 -1 24* 6
Liver Weight 14 -1 -2 7** 6
Liver / Brain Ratio 14 -1 -3 6* 4
Kidney parameters
Creatinin 14 -7 13* 13* -2
Urine Sodium 14 -23 -25* 11 -26
Urine Sodium Excretion 14 3 -35* 35 -24
Urine Chloride Excretion 5 35 3 50* 67*
Urine Potassium 5 35* -20 -3 -13
Urine Phosphorus 5 3 -35* 24 -15
Urine Phosphorus 14 -34 -31* 12 -8
Urea Nitrogen 14 -8 4 17* -1
Kidney Weight 14 -3 -7* 3 2
Kidney / Brain Ratio 14 -3 -7* 1 1
Kidney % Body Weight 14 -1 -5* -1 -1
Pancreas
Glucose 14 -4 9 9* 10**
Bone marrow
Neutrophils 5 5 22* -14 3
Eosinophils 14 32 54* 20 0
Reticulocytes 14 15 -17 -35 -52*
Reticulocytes % RBC 14 16 -16 -36 -55*
Table 2
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parameters week sex dose control GMO units
mean = sem mean + sem
Liver parameters
Albumin / Globulin Ratio 5 m 11% 1.782 + 0.053 1.974 + 0.043 ratio
Albumin / Globulin Ratio 14 f 11% 2.334 + 0.085 1.914 + 0.083 ratio
Albumin 5 f 33% 4.600 + 0.054 4.850 + 0.056 g/dl
Albumin 14 f 11% 5.130 + 0.104 4.830 + 0.091 g/dl
Globulin m 11% 2.450 + 0.090 2.150 + 0.072 g/dl
Globulin f 11% 2.110 + 0.041 2.300 + 0.080 g/dl
Globulin 14 f 11% 2.220 + 0.080 2.560 + 0.097 g/dl
Alanine Aminotransferase 14 m 11% 67.100 + 11.078  47.300 * 1.422 u/l
Total Protein 14 m 11% 7.140 + 0.092 6.810 + 0.099 g/dl
Total Protein 14 m 33% 6.860 + 0.090 7.1778 + 0.112 g/dl
Triglycerides 5 f 33% 39.300 + 1.578 54.900 + 3.743 mg/dI
Triglycerides 14 f 11% 40.900 + 3.889 50.900 + 2.479 mg/dI
Liver Weight 14 f 11% 7.250 + 0.116 7.789 + 0.163 g
Liver / Brain Ratio 14 f 11% 3.664 + 0.059 3.890 + 0.085 ratio
Kidney parameters
Creatinin 14 m 33% 0.520 + 0.013 0.589 + 0.031 mg/di
Creatinin 14 f 11% 0.560 + 0.016 0.630 + 0.021 mg/dl
Urine Sodium 14 m 33% 26.980 + 3.487 20.122 + 5.699 meq/I
Urine Sodium Excretion 14 m 33% 0.290 + 0.028 0.189 + 0.020 meg/time
Urine Chloride Excretion f 11% 0.220 + 0.025 0.330 + 0.042 meg/time
Urine Chloride Excretion f 33% 0.150 + 0.022 0.250 + 0.037 meg/time
Urine Potassium m 11% 112.210 + 13.860 151.000 + 10.039 meq/|
Urine Phosphorus m 33% 166.970 + 24.719 108.310 + 7.922 mg/dl
Urine Phosphorus 14 m 33% 119.120 + 13.479 81.822 +10.468 mg/dl
Urea Nitrogen 14 f 11% 13.200 + 0.742 15.500 + 0.792 mg/dI
Kidney Weight 14 m 33% 3.446 + 0.070 3.201 + 0.078 g
Kidney / Brain Ratio 14 m 33% 1.600 + 0.030 1.483 + 0.034 ratio
Kidney % Body Weight 14 m 33% 0.705 + 0.015 0.667 + 0.009 %
Pancreas
Glucose 14 f 11% 103.300 + 2.495 112.600 + 3.497 mg/di
Glucose 14 f 33% 105.300 + 2.432 115.800 + 2.476 mg/dl
Bone marrow
Neutrophils 5 m 33% 0.860 + 0.058 1.050 + 0.054 x10°/ul
Eosinophils 14 m 33% 0.130 + 0.015 0.200 + 0.024 x10°/ul
Reticulocytes 14 f 33% 0.085 + 0.015 0.041 + 0.008 x10%/l
Reticulocytes % RBC 14 f 33% 1.040 + 0.201 0.470 + 0.092 %
Table 3
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Figure 1. Croissance du poids corporel chez les males (a, c¢) et les femelles (b, d)

durant 14 semaines.

Les courbes expérimentales (a, b) et les courbes théoriques correspondantes calculées selon

les modéles de Gompertz (c, d) sont présentées. Les effets les plus importants pour chaque

sexe sont en gras et sont statistiquement différents des témoins (voir méthodes).
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