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relatif a une demande d’autorisation de mise sur le marché d'un nouvel ingrédient : la L-
ergothionéine synthétique

Le présent document est un extrait de I'avis du 16 février 2015 apres suppression des parties confidentielles
qui relévent du secret industriel ou commercial.

L’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement & assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail et de
I'alimentation et & évaluer les risques sanitaires qu’ils peuvent comporter.

Elle contribue également a assurer d’'une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé des
végétaux et d’autre part I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que I'expertise et I'appui scientifique
technique nécessaires a I'élaboration des dispositions |égislatives et réglementaires et a la mise en ceuvre des mesures
de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont rendus publics.

L'Anses a été saisie le 25 novembre 2013 par la Direction générale de la concurrence, de la consommation
et de la répression des fraudes (Dgccrf) pour la réalisation de I'expertise des compléments d’'information liée
a la: « Demande d'avis relatif a la demande d'autorisation de mise sur le marché d'un nouvel aliment : la L-
ergothionéine synthétique».

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

L’Anses a été saisie le 6 juin 2013 par la Direction générale de la concurrence, de la consommation et de la
répression des fraudes (Dgccrf) pour la réalisation de I'expertise suivante : « Demande d'avis relatif a la
demande d'autorisation de mise sur le marché d'un nouvel aliment : la L-ergothionéine synthétique». Cette
demande s'inscrit dans le cadre du réglement (CE) N°258/97 du Parlement Européen et du Conseil (27
janvier 1997) relatif aux nouveaux aliments et aux nouveaux ingrédients alimentaires.

Le pétitionnaire propose dans cette premiére demande, la mise sur le marché de la L-ergothionéine
synthétique, comme nouvel ingrédient (NI) dans les aliments conventionnels en Europe, y compris dans les
compléments alimentaires. Le pétitionnaire prévoit d’introduire le NI dans différentes denrées alimentaires
consommées couramment par la population excepté par les femmes enceintes ou allaitantes, du fait de
I'absence d’évaluation de la toxicité pour la reproduction sur deux générations. A ce jour, cette molécule n'a
pas été utilisée comme ingrédient au sein des aliments généralement consommeés par la population de I'UE
et s'inscrit, selon le pétitionnaire, dans le premier article (chapitre 2) du réglement (CE) n ° 258/97 :
« aliments et ingrédients alimentaires pour lesquels la consommation humaine est restée négligeable
jusqu’alors ». Suite a la recommandation de la Commission du 29 juillet 1997 97/618/CE, le pétitionnaire
considere la L-ergothionéine synthétique comme appartenant aussi a la classe (1) « produit chimique pur ou
mélange simple issu de sources non génétiquement modifiées » et plus précisément a la sous-classe (1.2) «
produit chimique pur issu de sources non génétiquement modifiées et dont la source n'a jamais été utilisée
comme aliment dans la Communauté ».
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Suite a cette demande, I'Anses, sur la base des conclusions du CES « Nutrition Humaine » (NUT) a rendu
un avis le 17 octobre 2013. Dans cet avis, il a été soulevé la nécessité de fournir des éléments d'information
complémentaires.

L’Anses a été de nouveau saisie le 25 novembre 2013 pour évaluer les compléments d'information fournis
par le pétitionnaire. Sur demande du CES NUT, de nouveaux éléments ont été intégrés au dossier le 10
juillet 2014.

2. ORGANISATION DE L'EXPERTISE

L'expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise — Prescriptions
générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L’expertise collective a été réalisée par le Comité d’experts spécialisé (CES) « Nutrition humaine », (NUT),
réuni le 11 avril 2014, le 12 septembre 2014 et le 16 octobre, et le groupe de travail (GT) pérenne
« Evaluation des substances et procédés soumis a autorisation en alimentation humaine (ESPA) » réuni le
20 février 2014. Les travaux ont été adoptés par le CES le 10 octobre 2014. Cette expertise a été réalisée
sur la base de rapports initiaux rédigés indépendamment par quatre rapporteurs.

L'Anses analyse les liens d'intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long des
travaux, afin d'éviter les risques de conflits d'intéréts au regard des points traités dans le cadre de
I'expertise.

Les déclarations d'intéréts des experts sont rendues publiques via le site internet de I'Anses (www.anses.fr).

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU CES

3.1. Effet du procédé de production appligué au NI

La L-ergothionéine est un composé naturel identifié pour la premiére fois dans I'ergot de seigle par un
pharmacien francais Charles Tanret en 1909. Chimiquement, il s’agit d’'un dérivé de thiolhistidine, la 2-thio-L-
histidine bétaine. Cette molécule est synthétisée naturellement par des bactéries et des champignons
comestibles. Elle est absorbée par 'Homme au travers de son alimentation et pénétre dans les tissus grace
a un transporteur spécifique, commun avec la carnitine, 'OCTN1 (Organic Cation Transporter).

Le procédé de fabrication de la L-ergothionéine synthétique est un procédé chimique inspiré de la
biosynthése de cette molécule. Il suit les normes de bonne pratique de fabrication (GMP) et repose sur les
indications du brevet EP 2486020 Al publié le 15 aolt 2012, détaillé également dans une publication
(Erdelmeier et al. 2012).

La synthese s'effectue a partir de la L-hercynine (Herc) qui réagit avec la cystéine (Cys) en présence de
brome. L'intermédiaire obtenu est transformé en L-ergothionéine par chauffage en présence de l'acide 3-
mercaptopropionique. Le produit final, la L-ergothionéine, est ensuite isolée par cristallisation, apres
séparation préalable des sels et de I'exces de cystéine utilisée. Lors de sa précédente analyse, le CES
remarquait que pour former la L-ergothionéine, le pétitionnaire utilise I'acide 3-mercaptopropionique en large
exces, soit 10 équivalents. Aprés extraction par I'acétate d'éthyle, qui doit enlever I'excés de l'acide 3-
mercaptopriopionique et les produits secondaires de sa réaction, la L-ergothionéine est obtenue sous forme
solide.

Le pétitionnaire a apporté des éléments complémentaires permettant d’attester une vérification, dans le
produit final, de I'absence de 'acide 3-mercaptopropionique, produit toxique en cas d’'ingestion et corrosif. Il
fournit également des analyses permettant également de s'assurer de l'innocuité et de I'absence des
produits résultant de la réaction de I'acide 3-mercaptopropionique sur I'adduit Herc-Cys dans le NI.

Ainsi, le pétitionnaire a analysé les éventuels reliquats d’acide 3-mercaptopropionique et de ses métabolites
par analyse 1H-RMN (RMN du proton), et a vérifié que la concentration de ces impuretés soit inférieure a
0,2% dans le produit fini.

Le CES note que le pétitionnaire a apporté tous les éléments de réponse demandés. Le Comité
estime que ces nouveaux éléments répondent aux interrogations soulevées et accepte les
conclusions du pétitionnaire quant aux analyses d'impuretés fournies. Le Comité considére comme
nécessaire que le pétitionnaire assure un suivi régulier et systématique de la pureté des produits
issus de la synthése du NI.
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3.2. Utilisation antérieure de I'organisme utilisé comme source de NI

3.2.1.Sources

Le pétitionnaire apporte des éléments de réponse aux remarques du CES concernant le turnover (c.-a-d. la
vitesse de renouvellement) de la L-ergothionéine dans I'organisme. Il signale que la demi-vie de 30 jours de
la L-ergothionéine, rappelée par le CES NUT, est une valeur citée par Kato et al, (2010) référencée d'une
publication de Kawano et al. (1982) qui elle, ne mentionne pas une telle valeur. Le pétitionnaire développe
cette question de turnover dans le paragraphe relatif aux données nutritionnelles.

Les commentaires du CES au sujet des données relatives au turnover sont consignées au
paragraphe relatif aux données nutritionnelles (3.4.).

3.2.2. Information relative a I’exposition antérieure au Nl ou a sa source

Le pétitionnaire confirme qu'il existe bien des discordances entre études sur les teneurs en L-ergothionéine,
a l'instar de certains auteurs (Kawano et al., 1982 ; Cheah and Halliwell, 2012), du fait des modes de culture
et de préparation des échantillons (relatif notamment aux concentrations en histidine dans les milieux de
culture des champignons) et des méthodes d’analyse considérées.

En réponse aux interrogations du CES concernant la possibilité de quantifier, selon les méthodes d’analyses
différentes, dans les tissus et les aliments, le NI associé a des protéines et que ceci pourrait modifier le
calcul de I'exposition au NI, le pétitionnaire précise qu'il a choisi d'utiliser dans le dossier présenté lors de la
saisine précédente (n°2013-SA-0102), des valeurs issues de dosages prenant en considération a la fois les
formes libres et les formes liées aux protéines. Le pétitionnaire déclare avoir utilisé la méthode de
préparation de Ey et al, (2007), en milieu acide (utilisant de I'acide perchlorique dénaturant et précipitant),
ainsi que la quantification par LC-MS/MS ; seules les valeurs ainsi obtenues ont été utilisées pour estimer
les teneurs des aliments et procéder au calcul de I'exposition.

Le CES prend note de ces nouveaux éléments mais s’interroge sur la nature des liaisons entre
I'ergothionéine et les protéines : selon la nature de ces liaisons, ioniques ou covalentes, une
dénaturation et une précipitation des protéines pourraient ne pas étre suffisantes pour libérer
I’ergothionéine et sous-estimer ainsi I’exposition.

3.3. Consommation/niveau d’utilisation prévu du NI

Le pétitionnaire rappelle que les denrées alimentaires auxquelles la L-ergothionéine pourrait étre ajoutée
sont les boissons rafraichissantes sans alcool, les barres céréalieres, le lait, les produits laitiers ultra-frais
(comme les crémes fraiches, les yaourts et fromages blancs), les chocolats, certaines denrées alimentaires
destinées a une alimentation particuliere (DADAP), ainsi que des compléments alimentaires.

Le pétitionnaire sollicite I'autorisation d'utiliser le NI a la hauteur de 5 mg par portion. Concernant les
compléments alimentaires, la dose journaliere recommandée par le demandeur est jusqu’a 30 mg/j chez
'adulte et 20 mg/j chez I'enfant. Dans le dossier complémentaire du pétitionnaire, il est précisé que
I'évaluation des niveaux de consommation prévus pour la population francaise a été réalisée sur la base de
I'enquéte de consommation INCA 2 et de I'outil de calcul mis en place par I'Anses (2010).

Cet outil a été validé par I'Anses sur 4 additifs alimentaires et considéré comme « suffisamment
protecteur » ; le pétitionnaire a choisi de l'utiliser pour estimer les niveaux d'utilisation prévus dans la
population francaise.

Le CES estime l'utilisation de I'outil de I’Anses recevable pour évaluer les niveaux de consommation
du NI.

3.4. Informations d’ordre nutritionnel sur le NI
Le pétitionnaire a réalisé une courte description d’articles scientifiques portant sur le sujet et mentionnés par
le CES dans l'avis précédent.

Concernant I'accumulation tissulaire, le pétitionnaire signale que Kato et al. 2010 ont rapporté que la
concentration de I'ergothionéine se maintient a un niveau relativement constant pendant les 14 jours suivant
une administration orale d’'une dose unique chez la souris et avec une excrétion urinaire, au bout de 14
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jours, représentant moins de 10% de la dose administrée. Le pétitionnaire précise que cette étude de
cinétique de distribution tissulaire montrent que la L-ergothionéine s'accumule progressivement et a des
vitesses différentes dans les organes et dans le sang.

De plus, apres une nouvelle recherche bibliographique, il s'avere que les données, issues d'articles trés
anciens (Heath, 1952; Mackenzie et Mackenzie, 1957; Kawano, 1982a; Kato et al., 2010 ; Mayumi, 1978),
montrent que la molécule est encore présente chez le rongeur a des taux trés élevés dans le sang et les
tissus, 14 jours aprés une prise unique. Ainsi, a titre d’exemple, un travail mené en 1952 par Heath montre
que la L-ergothionéine conserve, au bout de 14 jours, la méme concentration tissulaire qu'elle ait été
apportée dans I'alimentation durant toute la période ou simplement par une injection unique.

Le pétitionnaire ajoute que l'absorption orale répétée de L-ergothionéine a une teneur constante dans
l'alimentation montre que la concentration tissulaire en L-ergothionéine atteint un plateau, comme cela a été
mis en évidence dans le foie (Kawano, 1982a) et dans le sang (Mackenzie and Mackenzie, 1957; Kawano,
1982a). D'aprés le pétitionnaire, ces éléments soulignent I'importance du réle du transporteur OCTN1,
récepteur saturable de la L-ergothionéine en tant qu’élément régulateur de son accumulation dans les tissus.

Concernant I'accumulation de la L-ergothionéine dans l'organisme associée aux statuts hormonaux, en
particulier aux concentrations sanguines de testostérone, le pétitionnaire décrit trés brievement I'étude de
Mackenzie (1957) et, a I'instar du CES NUT, signale gu’'une accumulation plus importante de la molécule a
été observée chez des rats males et que la testostérone serait a l'origine de ce phénoméne. Les auteurs
rappellent qu’aucune autre étude n'a confirmé cette observation.

Concernant le role potentiel de la L-ergothionéine dans la modulation de la glycolyse au sein de certaines
cellules, les érythrocytes notamment, le pétitionnaire décrit a nouveau les éléments développés par le CES
NUT.

Concernant les conséquences potentielles des capacités chélatrices de la L-ergothionéine des cations
métalliques, en particulier du zinc, sur les capacités de stockage de l'insuline qui nécessitent la présence de
ce cation, le pétitionnaire reprend les différents articles publiés a ce sujet. Il rappelle que le role diabétogene
de la L-ergothionéine est trés discuté, certaines études ayant observé une augmentation de la concentration
de ce composé chez les patients diabétiques (Epand 1982, Fraser and Jegard 1950), d’autres n’ayant pas
mis en évidence de différence significative entre les taux sanguins de patients et de sujets sains contrdles
(Epand 1988, Salt 1931). Le pétitionnaire concéde que les conséquences métaboliques de la capacité de la
L-ergothionéine a chélater des cations métalliques restent a évaluer.

Enfin, le pétitionnaire souligne les incohérences entre ces études datant de plusieurs dizaines d'années et
observe que I'effet de la L-ergothionéine sur 'homéostasie du métabolisme glucidique reste a étre évalué.

Concernant I'impact potentiel du polymorphisme du géne OCTN1, transporteur de la L-ergothionéine sur les
capacités d’'absorption et la captation de la L-ergothionéine et sur le développement des pathologies
inflammatoires telles que la maladie de Crohn ou l'arthrite rhumatoide, le pétitionnaire mentionne les
observations, parfois contradictoires, qui ont été rapportées chez I'Homme :
e diminution de la concentration érythrocytaire chez des patients atteints de leucémie myéloide
chronique (McMenamy et al., 1960) ;
e diminution de la concentration dans le cristallin de I'ceil de patients atteints de cataracte, et ceci
d'autant plus que le degré de cataracte est élevé (Shukla et al., 1981) ;
e diminution (Reglinski et al., 1991) et augmentation (Taubert et al., 2006) de la concentration
érythrocytaire chez des patients atteints d'arthrite rhumatoide ;
e augmentation de la concentration en L-ergothionéine dans les érythrocytes maternels chez des
femmes en situation de pré-éclampsie (Turner et al., 2009) ;
e diminution de la concentration érythrocytaire (Kato et al, 2010)] et augmentation de la concentration
dans des biopsies de muqueuse intestinale inflammatoire (Taubert et al., 2009) chez des patients
atteints de la maladie de Crohn.

D’aprés le pétitionnaire, si Taubert et al. suggérent un rble causal de la L-ergothionéine dans le
développement de l'arthrite rhumatoide (2006) et de la maladie de Crohn (2009), les travaux de Kato, plus
récents, suggerent a l'inverse un rdle anti-inflammatoire de la L-ergothionéine (Kato et al, 2010).

Par ailleurs, le pétitionnaire précise que le polymorphisme du géne codant le transporteur OCTN1 de la L-
ergothionéine a fait I'objet de nombreuses études, dont celles de Tokuhiro et al. (2003), Peltekova et al.
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(2004) et Leung et al. (2006). Ces dernieres mettent en évidence, d'apres le pétitionnaire, une association
de certains variants avec l'arthrite rhumatoide et la maladie de Crohn. Le variant 503F qui augmente le
potentiel de transport de cette molécule dans les cellules, serait associée a une plus forte capacité de survie
de ces cellules provoquant des conditions inflammatoires chroniques (Taubert D, 2005, 2009). Cependant,
des travaux récents remettent en cause l'idée d'un réle pathogéne du variant 503F en montrant que son
expression est en fait liée a un phénomeéne dit « hitchhicking » génétique (Huff et al., 2012). Le pétitionnaire
conclut que, dans I'état actuel, le réle exact de la L-ergothionéine dans les maladies inflammatoires reste
donc en toute rigueur & établir (Cheah et Halliwell, 2012).

Le CES note que le pétitionnaire reconnait que la L-ergothionéine présente une vitesse d’élimination
trés lente. Dans le cas d’'une consommation réguliére de la L-ergothioneine, la lenteur des processus
d’élimination pourrait conduire dans certains tissus a des niveaux tels, qu’ils pourraient faire
craindre des effets indésirables méme si, a ce jour, aucune toxicité liée a I'accumulation tissulaire du
composé n’a été révélée dans les études chez I'animal.

Les données disponibles a ce jour et présentées par le pétitionnaire ne permettent pas de lever les
interrogations concernant :
- I'association possible entre un faible statut en L-ergothionéine et le développement de la
maladie de Crohn ;
- I'effet de la L-ergothionéine sur I’lhoméostasie glucidique.

Par ailleurs, le pétitionnaire ne précise pas que le transporteur OCTN1 assure également le transfert
d’autres composés comme la carnitine. Or, I'effet métabolique d’'une éventuelle compétition de ces
molécules et de la saturation du récepteur induit par de fortes doses de L-ergothionéine est
actuellement inconnu.

3.5. Informations d’ordre toxicologique sur le NI

Dans l'avis de I'Anses du 17 octobre 2013 sur la L-ergothionéine synthétique, il était conclu que les DSEIO
proposées étaient acceptables au vu des données toxicologiques obtenues avec le NI.

Dans les compléments d'information fournis par le pétitionnaire le 25 novembre 2013, des explications
d’ordre toxicologique ont été fournies a la suite des observations générales formulées sur ces aspects dans
l'avis de I’Anses du 17 octobre 2013.

Le GT ESPA estime que dans ces compléments d’information le pétitionnaire a étayé les
argumentaires scientifiques et répondu globalement de maniére acceptable aux observations
formulées. Le GT ESPA observe que I'étude combinée de toxicité a doses répétées et de dépistage
de la toxicité pour la reproduction et le développement conduite avec la L-ergothionéine synthétique
montre des résultats négatifs. En conséquence, le GT ESPA confirme ses conclusions formulées
dans I'avis du 17 octobre 2013 suscité, a savoir que les données de toxicologie obtenues avec la L-
ergothionéine synthétique et présentées dans le dossier du pétitionnaire ne présentent aucun signe
évocateur de risque sanitaire pour le consommateur, aux doses d’emploi préconisées.

Allergénicité

Cette question nécessitait d'étre étayée.

Le pétitionnaire tire des éléments rassurants de I'étude OCDE 422 mentionnée plus haut dans laquelle
aucune altération histopathologique des organes de l'immunité n'a été détectée lors des examens
microscopiques (tissu lymphoide intestinal, ganglions lymphatiques mandibulaires et mésentériques,
thymus, rate et moelle osseuse). Par ailleurs, les paramétres hématologiques étudiés ne montrent pas de
variation significative, en comparaison aux témoins, du rapport albumines/globulines, indicateur du taux
global d'immunoglobulines et d’'une éventuelle capacité de réponse immunologique. Le pétitionnaire fait
valoir aussi que la L-ergothionéine est une molécule de faible masse moléculaire (environ 229 Daltons), qui
ne comporte pas de groupements chimiques susceptibles de réagir avec les protéines et s’y combiner et
enfin que le procédé de synthése ne conduit pas a la présence de contaminants de nature protéique.
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3.6. Conclusions du CES « Nutrition Humaine » et du GT « ESPA »

Le CES « Nutrition Humaine » estime que le pétitionnaire a apporté tous les éléments de réponse
demandés et que les nouveaux éléments apportés répondent aux interrogations soulevées.
Toutefois, le Comité considére comme nécessaire que le pétitionnaire assure un suivi régulier et
systématique de la pureté des produits issus de la synthése du NI.

Le GT ESPA estime que le pétitionnaire a étayé les argumentaires scientifiques et répondu
globalement de maniére acceptable aux interrogations d’ordre toxicologique soulevées dans l'avis
du 17 octobre 2013.

Le GT ESPA observe que I'étude combinée de toxicité a doses répétées et de dépistage de la toxicité
pour la reproduction et le développement conduite avec la L-ergothionéine synthétique n’'a pas
montré d’effets indésirables.

Concernant les considérations d’ordre nutritionnel, le CES note que le pétitionnaire reconnait que la
L-ergothionéine présente une vitesse d’élimination trés lente. Dans le cas d’'une consommation
réguliere de la L-ergothioneine, la lenteur des processus d’élimination pourrait conduire dans
certains tissus a des niveaux tels, qu’ils pourraient faire craindre des effets indésirables méme si, a
ce jour, aucune toxicité liée a I'accumulation tissulaire du composé n’a été révélée dans les études
chez I'animal.

Les données disponibles a ce jour et présentée par le pétitionnaire ne permettent pas de lever les
interrogations concernant :
- les conséquences de la vitesse d’élimination lente de la L-ergothionéine, tendant a son
accumulation dans les tissus ;
- I'association possible entre un faible statut en L-ergothionéine et le développement de la
maladie de Crohn ;
- I'effet de la L-ergothionéine sur I’homéostasie du métabolisme glucidique.

Le CES « Nutrition Humaine » conclut pour sa part que les éléments disponibles a ce jour ne
permettent pas de lever les interrogations quant a la sécurité nutritionnelle du NI.

4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail endosse
les conclusions du CES, en particulier sur le fait que les données disponibles a ce jour et fournies
par le pétitionnaire, ne permettent pas de lever les interrogations quant a la sécurité nutritionnelle
du NI. L’Anses reconnait cependant que les données d’ordre toxicologique présentes dans le
dossier du pétitionnaire ne présentent aucun signe évocateur de risque sanitaire pour le
consommateur, aux doses d’emploi préconisées.

Marc Mortureux
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MOTS-CLES

Nouvel ingrédient, ergothionéine, OCTN1, antioxydant.
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