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Introduction gZnZrale

Comprendre les relations entre les conditions environnementales et la santZ est un
enjeu majeur de santZulgique pour les sociZtZs modernes. De nombreux facteurs
environnementaux tels que la pollution atmosphZrique, la pollution de 10eau, les conditions
mZtZorologiques, la consommation de tabac, le rZgime alimentaire, contribuent de fason
significative en tanque facteurs de risque de morbiditZ et de mortalitZ ~ I0Zchelle mondiale
(OMS a). E I0heure actuelle, le changement climatique et la pollution atmosphZrique (ou

pollution de [Oair) sont au ciur desfmccupations environnemental€VS b.

Historiquement, la pollution atmosphZrique a considZrablement crz du fait de la rZvolution
industrielle. De nos jours, les principalesisces de pollutioproviennendu trafic routier et

du chauffage domestique. LOair que nous respirons est un mZlange complexe de polluants
visibles, comme la poussiere et la suie, et invisibles en majoritZ, comme les petites particules
et les gazSi la qualitZ de 10air dZpend de I0Zmission de substances polluantes par diffZrentes
sources, elle dZpend aussi du climat et notamment des facteurs mZtZorologiques (tempZrature
humiditZ, vent, prZcipitationsE). Ces derniers influencent effectivement la dispeds®
polluants ou leur prZcipitation (cas de la pluie). De plus, certains polluants de 1Qair tels les
particules ou IQozone agissent sur le changement climagiiiéOinverse, les changements
climatiques ont un effet sur la dispersion des polluargs. froblZmatiques de la pollution
atmosphZrique et du changement climatique, pourtant tres liZes, sont tres souvent ZtudiZes
sZparZment en ZpidZmiologie environnementale. En effet, comme pour la pollution
atmosphZrique, les origines du changement climatjgroviennent dOune part de sources
naturelles, mais Zgalement et surtout des activitZs humaines qui ne cessent de sOaccroitre
dOZvolugiBernstein et al. 2013Du fait de ces interactions, il appara’t ainsi pertinent dOen

Ztudier les effets conjoints.

LOexposition "~ la pollution de IOair aux niveaux actuels est nZfaste pour la santZ humaine.

Selon 10Organisation Mondiale de la SantZ (OMS) et IOAgence EuropZenne pour

1A



Introduction gZnZrale

IOEnvironnement (AEE), la pollution de 1Qair causerait la mort prZmaturZe de 7 millions de
personnes dans le mondeaque annZelont 60000 en Europe et plus de!@d00 en France
(Guerreiro et al2015; OMS h SantZ publique Fran@916). La pollution atmosphZrique
augmente Zgalement IQincidence dOun large Zventail de maladies, comme les maladie
respiratoires et cardigasculaires ou le cancer du poumon. Ses effets se manifestent sur la
santZ " court et long tern{&Ynzli et al. 2000 PrYsststYn and Corvaltn 20086)a pollution

peut Zgalementavoir desconsfuences sur le dZveloppemait fitus et la santZ du
nouveaunZ (Laaidi et al. 2011)Des Ztudes ont mis en Zvidence le lien entre une exposition
maternelle aux polluants de IQair au cours de la grossesse et un faible poids de naigsance, u
restriction de la croissance fitale ou encore un risque ZlevZ de prZméReii&rsen et al.

2013; Slama et al. 2008Stieb et al. 2012)

Meme si la littZrature sur les effets du changement climatique sur la santZ est encore limitZe,
les effets directs et indirects du changement climatique sur la santZ sont dZj~ perceptibles
aujourdOhui, comme le souligne le dernier rapport du Groupe d©expeyouvernemental

sur 10Zvolution du climgBernstein et al. 2013)De plus, des Ztudesuggerent que la
variabilitZ et la modification du climat sont responsables de dZces et de nombreuses maladies
comme les maladies carev@asculaires et infectieus€Batz et al. 2003 Woodward et al.

2014) Les rZpercussions de ces changements climaticprestituent donc une nouvelle
menace importante pour la samublique "~ I0Zchelle mondigletergovernmental Panel on

Climate Change and Edenhofer 2Q14)

Dans uncontexte de changement climatique, IOaugmentation attendue de la frZquence et de
IOintensitZ des Zvenements mZtZorologiques extrsmes ont suscitZ un intZrst croissant ~ Zvaluer

si les facteurs mZtZorologiquB<troitement liZ ~ la pollution atmosphZrigBepourraient

! http://www.santepubliquefrance.fr/Accu@itesse/Toudescommuniques/Impactanitairesde-la-
pollution-de-l-air-en-Francenouvellesdonneest-perspectives
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affecter la santZ humaine ~ plus ou moins long terme, en particulier chez les femmes
enceintes et le fitugHowson et al. 2012 Meehl and Tebaldi 2004WHO 2012) En effet,

la pZriode fitale est une des pZriodes les plus vulnZrables de la vie humaine en raison de la
prolifZration cellulaire rapide, la diffZrenciation et la croissance. La survie, la croissance et le
dZveloppement optimal du fitus nZcessitent uneratdon complexe entre la mere, le fitus

et le placenta. LOenvironnement witiZrin joue un r™le essentiel danddeo@rammatiotic

du fitus et Zgalement pour les issues de santZ et de maladie tout au long d@#mister et

al. 2011; Koukoura et al. 2012Yurdaksk 2013)

Enfin, il para”t incontournable aujourdOhui de sQintZresser aux issues de grossesse, car celle
ci contribuent pour une part importante " la mortalitZ et la morbiditZ pZrinatales. DOautre part,
elles peuvent jouer un r™le non nZgligeable dans |Oapparition desmdalaslidenfance et

chez IOadulte.

Dans ces travaux de these, nous nous sommes intZressZs ~ ces deux problZmatiques
Ztroitement liZes agissant rZciproquement IOune sur IQautre que sont la pollution
atmosphZrique et les conditions mZtZorologiques incl@arterhpZrature et |OhumiditZ

relative dans le contexte de la grossesse.

Dans la suite de cette partie, nous abordons les diffZrentes notions et les concepts qui
vont stre utilisZs tout au long des Ztudes de cette thelemt les principaux points sotd
pollution, le climat et les issues de grosses&ette partie se terminera sur la prZsentation
d®un mZcanisme biologique potentiellement impliquZ dans les effets de I0environnement su
les issues de grossessdes mZcanismes ZpigZnZtiqudrievement, les marques
ZpigZnZtjues sonttoutes modificabns non codZes par la sZquence dQA@Npouvant

induire une rZgulation de IOexpression des genes camesmts
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1.8La pollution atmosphZrique

1.1 ®Zfinitions et sources

Toute contamination, naturelle ou anthropogZnique de |Qair amdtiappelZe pollution
atmosphZrique (ou pollution de |Qair extZrieur par opposidairintZrieur). LOOMS dZfinit
cette dernisre comme!l§ contamination de IOenvironnement intZrieur ou extZrieur par un
agent chimique, physique ou biologique qui nfiediles caractZristiques naturelles de
|IOatmospheteé ou bien commellinitZe aux situations os |Oatmosphere extZrieure ambiante
contient des matieres dans des concentrations telles quOelle est nocive pour IOhomme et so

environnemenk.

La pollution atmophZrique est la rZsultante de multigesirces. On distingue les polluants
primaires principalement Zmis par des sources natufeb@smeune Zruption volcaniqje

par des combustibles fossiles (pZtrole, gaz naturel et chardanproduction dOZnergie,
IGgriculture intensive, industries extractives, mZtallurgiques et chimiques, la circulation
routiere et aZrienne, incinZration des ordures mZnagtredes dZchets industrielpuis les
polluants secondaires qui se formeansl |Qair suite ~ des rZactichmiqueset quiincluent

notamment |®ozache

1.2&es polluants

Les principaux polluants atmosphZriques nZfastes pour la santZ se prZsentent sous forme
de gaz et de particules respirables. Parmi les gaz, on distingue essentiellement I0ozone (O3)
les oxydes dOazotes (NOXx) incluant le monoxyde dOazote (NO) et le dioxyde dOgzote (NO
le dioxyde de soufre (SO2) et le monoxyde de carbone (CO). Les pasti@gdpirables ou

bien particules fines (PM, abrZviation du terme anglais particulate matter) qunsisien

2Source http://www.airparif.asso.fr/pollution/differerqgolluants
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mZlange hZtZrogene de particules solides et liquides en suspension &ed®aisOajoutent
dOautres polluants chimiques tels que les mZtatds| (Plomb) et les composZs organiques
volatils (COV) qui comprennent diffZrents produits nocifs comme les BTEX (benzene,
toluene, Zthylbenzene, xylene), les HAM (hydrocarbures aromatiques monocycliques) et les

HAP (hydrocarbures aromatiques polycycligu@&lichegaray et al. 2009)

Dans ces travaux de these, nous nous sommes intZressZs spZcifiquemtttdulOef
dioxyde de carbone (N et des particules ayant un diametre aZrodynamique infZrieur ~
10" m (PMy) sur les issues de grossesse. Les raisons principales Ztaient la disponibilitZ de
ces polluants dans notre population dOZtude et IOimportancetdetedffexposition ~ ces
polluants sur la santZ. En effet, le N&3t tres irritant pour IOappareil respiratoire et legoPM
matieres particulaires dont la taille est infZrieure ~"10, peuvent atteindre systeme
pulmonaire causant des troubles respiratoet meme atteindre le systeme cardlasculaire

(Elichegaray et al. 2009)

1.3&urveillanceet rZglementaton

La surveillancede la qualitZ de |Oaist rZalisZe dans le cadre rZglementaire dZfini par la
Loi sur K&ir et I@tilisation Rationnelle de(nergie du 30 dZcembre 1996 (LAURE). La
LAURE fixe comme objectif {& droit = chacun de respirer un air qui ne nuise pas ~ sa
santZE et fonde les conditions de la surveillance de la qualit@idteet de fhformation du
public en FranceCette loi confie audssociations AgrZZes de Surveillance de la QualitZ de
IOAIr(AASQA) la mise en Tuvre de la surveillance de la qualitZ de 1Qair et IQinformation du
public dans legerritoires. Depuis 1996, cette surveillance est notamment obligatoire pour le

dioxyde dOazote (N)et les particules fines (Plylet PM.s).

Pour amZlicer la qualitZ de IQair, il est nZcessaire dOagir sur les sources de pollutions. Des

recommandations sur la qualitZ de IQair ont ZtZ mises en place par IDOMS au niveau mondiale
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Les concentrations limites recommandZes sont respectivement de 40 "eg/#d en
moyenne annuelle pour le N®t les PMo (WHO 2005 : guidelines values recommended

En Europe, les recommandations sur la qualitZ de 10air sont rZglementZes par la directive
europZenn008/50/CU du 21 mai 2008 nommZe la directive pour la quali@adeambiant

et un air pur pour IOEurope. Ces recommandations suivent les valeurs limites de IODOMS pour
le NO,, mais pas pour les PM En effet, la valeur limite ~ respecter pour les Bbtt de 40

" g/m® en moyenne annuell&C directive 2008/50/Ct; limits values.

1.4 &stimation des niveaux de polluants

DiffZrentes mZthodes peuveire utilisZes pour estimer IOexposition aux polluants de 1Qair.
Comme 10Zcrit Johanna LepeulUn des grands dZfis eéipidZmiologie environnementale

est IOestimation delosition individuelle, du fait de la forte variation spaémporelle des
polluants et de IQinfluence des comportements individuels sur IQexposition personnelle.
LOerreur de mesure sur IOexposition peut stre source de biais important dans IOestmation d
effets de la polition de IQair sur la saifZ Jusqu®~ aujourdOhui, beaucoup dOZtudes ont
estimZ 10exposition " la pollution de 10air ~ IOaide de donnZes pralenastations
permanentes de mesure de la qualitZ de 1Qair les plus proches du demmilets (modele

dit C station E)En revanche sias donnZes fournissent une excellente rZsoltgimporelle
(mesures horaires), la densifZatialeestlimitZe, due " la faible densitZ des stations, et sont
ainsi susceptibles dOentra’ner dOimportaeresirs de mesure de 1Qexposition. La
modZlisation des expositions " la pollution de IQair est en pleine Zvolution. RZcemment, des
modeles "~ rZsolution spatiale fine ont ZtZveloppZs : modeles de dispersion (incluant des

donnZes dOZmissions, de mZtgimlet de configuration du b%eti), modeles gZostatistiques

3http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs313/en/
*http://ec.europa.eu/environment/air/quality/standards.htm

® Lepeule J, Cani F, Marquis N, Hulin A, Galineau J, Navel V, et al. 2012. Effets de IOexposition maternelle ~ la
pollution atmosphZrique sur le dZroulement de la groskeZsailtats de la cohoe mereenfant eden. Pollut.
Atmos. 7879.
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(interpolation spatiale entre plusieurs points de mesure), et modsles de rZgressiausdland
regression, prZdiction des concentrations en un lieu donnZ " partir des caractZristiques du

terrain etdu trafic)(Nieuwenhuijsen et al. 2006)

1.5&acteurs saisonniers et mZtZorologiques influant sur les concentratioss

PM;,etenNO,

Les concentrations en N@t PM varient selon le facteur saisonnier et donc des conditi
mZtZorologiques. En effet, le froid diminue la volatilitZ de certains gaz tandis que la chaleur
est favorable " la formation photochimique de IOozone. Par ailleurs, on constate Zgalement
une augmentation des concentrations de ces polluants lors d&ragumes froidesdue

notamment ~ une augmentation de sources dOZmission telle que le chauffage.

2.8l es conditions mZtZorologiques

Cette derniere dZcennie, il y a eu un intdmoissant pour lehangement climatique et
notamment son impact sur IOaugmemtagitou IOZvolution des Zvenements mZtZorologiques
(frZquence et intensitZparmi les facteurs mZtZorologiques, on distingue principaldment

pression atmosphZrique, la tempZrature, IOhumiditZ, le g dipitations et les nuages

Dans ces travauge these, nous nous sommes intZressZs plus particulisrement deux facteurs
mZtZorologiques : la tempZrature et IOhumiditZ relative. Ces deux facteurs sont dZcrits en

dZtail dans les sections suivantes.
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2.1&7finitions et unitZs de mesure

Selon MZtZo Franfda tempZrature(T j) se dZfinit comme suitCll existe diffZrentes
significations de la tempZrature. En effet, sa perception varie dOun individu ~ IQautre et selon
les conditions atmosphZriques (vent, humiditZE). LOorganisation mZtZorologique mondiale
(OMM) dZfinit la tempZrature de IOair (ou tempZrature ambiante) comme la tempZrature
mesurZe par un thermometre ou sonde exposZs ~ I0air dans un endroit ~ IOabri du rayonnemer
solaire direct. Le thermomestre est gZnZralement placZm1J6 sol dans un abajourZ. On
parle de tempZrature ressentie ou Zolienne pour exprimer la tempZrature lorsque IOon prend e
compte la vitesse du vent. La tempZrature ressentie peut Zgalement dZpendre de IOhumiditZ ¢

|Oair et du rayonnement soldire

Il existe dffZrentes unitZs de mesure pour la tempZrature telles que le kelvin (K), le degrZ
Celsius (Cj) et le degrBahrenheit (i En France et dans la majoritZ des p#snitZ de
mesureutilisZe est le degrZ Celsius (jC) 0t© correspond au point de congZlation@au,

et 100;C au point @bullition de @au, sous les conditions standard de pression.

Tableau 1. Comparaison des Zchelles de tempZrature pour les valeurs importantes, dans
les conditions de pression standard.

Kelvin Celsius Fahrenheit
ZZro absolu 0K #273,15C #459,67F
TempZrature dusion de I'eau 273,15K 0iC 32iF
TempZrature dbullition de I'eau 373,15K 100,C 212F

Toujours selon MZtZo FrarfcdOhumiditZse dZfinit comme suit CEn mZtZorologie,
|IOhumiditZ dzgie la quantitZ de vapeur dOeau contenue dans 10air. La @mpeestine

des formes que@aub indispensable " la vi® peut prendre sur terre. La vaped@ali est

®Source: Source : http://www.meteofrance.fr/prevdértemps/observele-temps/parametres
observes/temperature

"Source: Source : http://www.meteofrance.fr/prevdértemps/observele-temps/parametres
observefumidite
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absolument transparente et invisib@n quantifie IOhumiditZ de 10air de deux mesier

IOhumiditZ absolue et IDhumiditZ relative.

L GumiditZ absolue dZsigne la quantitZ de vapeur dOeau contenue dans IQair. Elle
sOexprime en gramme dDOeau par metre cube dO¥ir (ghte quantitZ est invariante, elle
nOest pas soumise aux variationdempZrature. En effet, IQair est un mZlange dOair sec et
de vapeur dOeau et un metre cube dOair contient toujours quelques grammes de vapeur dOe:
Cette masse de vapeur dOeau ne change pas si la tempZrature du volume dQair change (sc
rZserve quOily ait pas condensation, ~ savoir de transformation dOune partie de la vapeur

dOeau en eau liquide).

L GumiditZ relative dZsigne la quantitZ de vapeur dOeau contenue dans IOair en
comparaison " la quantitZ maximum de vapeur dOeau quOil peut conterterpifiature
donnZe. COest cette donnZe que mesurent les mZtZorologues. LOhumiditZ relative sOexprime
pourcentage. 10% correspondent ~ un air saturZ en vapeur dOeau (risque de nuage, pluie,
brouillard, rosZe ou givre), ® ~ un air parfaitement sec (te valeur dOhumiditZ relative
nOest jamais atteinte dans la nature, pas meme dans les dB$estédair est chaud, plus il
peut contenir dOeau sous forme vapeur. Inversement, quand [Oair se refroidit la vapeur
condense et forme des gouttelettes dfigaide: on dit que le seuil de la saturation
augmente avec la tempZratuteOhumiditZ relative dOune masse dQair varie donc avec la
tempZrature de IQair. Lorsque la tempZrature augmente, en journZe, IOhumiditZ relative
diminue, alors que le otenu en au de la masse dO&rlOhumiditZ absoluP reste
inchangZ.Un taux dOhumiditZ de 10 ~ @0 correspond "~ un air tres sec, trop sec pour le
confort de IQorganisme. Inversement, lorsque les tempZratures chutent, en cours de nuit,

IOhumiditZ relative augmenet peut atteindre la saturation soit une humiditZ relative de
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100%. E 30;C, I0air peut contenir jusqud®" 30gd@eau sous forme de vapeur, soit 10 fois

plus qud35 ;C. LOhumiditZ est mesurZ&ide din hygrometreE

2.2 &a saisonnalitZ

La mZtZorologi suit des cycles particuliers tels que les saisons, mais aussi des cycles
pouvant durer des mois voire meme des annZes. La tempZrature moyenne varie selon les
saisons comme le montre la Figure 1 avec des tempZratures plus ZlevZes en ZtZ etsplus faible
enhiver. Selon mZtZo France, on observe globalement la meme chose pour IOhumiditZ avec,

un taux moyen dOhumiditZ plus ZlevZ en ZtZ et plus faible en hiver.

Figure 1. TempZrature moyenne saisonniere en jC (normale 19812010)(© MZtZoeFrance, fond
de carte IGN)
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2.38lormegsurveillance

Pour effectuer les mesures, les services mZtZorologiques respectent des normes strictes
dZfinies par IOOrganisation mZtZorologique mondiale. Ces observations, rZalisZes dans de
conditions semblables gaut dans le monde, peuvent ainsi stre ZchangZes, comparZes et
intZgrZes dans les modsles de prZvision du temps. En France, les facteurs mZtZorologiques
sont mesurZs par 554 stations mZtZo rZparties sur IOensemble du territoire franeais. Ces
stations mesent de fason automatique les parametres de tempZrature et dOhumiditZ sous
abri. Les mesures sont effectuZes rZgulisrement et transmises toutes les 6 minutes, toutes les
heures ou une fois par jour selon les paramstres et les besoins du centré-MHAtAdCe
dernier les diffusera sur diffZrentes bases selon IQusage qui en sera fait (aZronautique,
climatologie, prZvision immZdiate, etc.) et sur le systeme dOinformation de IOOrganisation

mZtZorologique mondiale (OMN)

Comme Zcrit sur le sit&/ikipZdia, (Beaucoup reste " faire pour comprendre et paramZtrer
les Zvenemerd mZtZorologiques. Comme mentionnZ prZcZdemment, les Zquations qui
rZgissent IOatmosphere sont pour le moins complexes et certaines donnZes sont difficiles

obtenir dans certains cB%

3.&Issues de grossesse

3.1&Zfinition

DiffZrentes mesures sont utilisZes pour dZcrire la santZ pZrinatale du fitus et du nouveau
nZ " la naissance. Ces mesures rZalisZes pendant ou apres la grossé@sm quoenme
gZnZralement issudg grossesse permettent dOifienta morbiditZ et la mortalitZ actuelle
et future de I0enfant. On distingue entre autres des mesures relatives " la créiagance f

la durZe de gestatigBlama et al. 2014Wilcox 2010).

8Source: MZtZo France
° Source: https://fr.wikipedia.org/wiki/NZtDrologie
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3.1.1!La croissance fltale

La croissance fitale est mesurabler%gce " diverses Zchographies de contr™|e
effectuZesau cours de la grossesse pendant lesquelles plusieurs ZIZments sont mesurZs
comme le diametre bipariZtal, les pZrimetres cr%onien et abdominal et la longueur fZmorale.
Ces mesures permettent dOZvaluee gigsso®iZviations standalfl ou aux percentiles, si le
fitus a une croissance normale ou non. La croissance fitale est donc le reflet dOun
dZveloppement sein. Dans les Ztudes ZpidZmiologigupsjds du bZbZ " la naissance est
couramment utilisZ comme arqueura posteriori de la croissance fitale puisquOil est
facilement mesurable et fiabl&elon Claire Philippat, Buparavant, le poids de naissance
(en continy Ztait analysZ indZpendamment de la durZe de gestation rendant difficile la
distinction entreun faible poids de naissance due ~ une restriction de la croissance fitale et
un faible poids de naissance due " la prZmaturitZ. DZsormais, dans les Ztudes sur les effets de
facteurs environnementaux sur la croissance fitale, le poids de naissancerisi pour
IO%oge gestationnel. En plus dOun faible poids de naissance, diffZrentes mZtiéagisss sont
utilisZes: un petit poids " la naissance dZfinie comme selon IOOMS comme un poidg <2500
" la naissance, un tres petit poids " la naissance (<Ijp@n petit poids pour 10%.ge
gestationnel (poids de naissance infZrieur dp@fcentile suivant les courbes de rZfZrences
de poids pour un %.ge gestationnel et sexe donnZ) et un retard de croissanZeirintra
(nouveaunZ caractZrisZ par une croissanseffisante du fitus compte tenu de son potentiel
gZnZtiquelE®. Toutefois, dDautres paramstres anthropomZtriques " la naissance peuvent stre
utilisZs, par exemple le pZrimetre cr%onien et la longueur du nene&ournissantes

informationscomplZmentags

1% phjlippat Claire, QUtilisation des biomarqueurs d®exposition en ZpidZmiologie environnementale ; application ~ I0Ztude des
effets des expositions_inttaZrines auxphZnols et aux phtalates sur la croissance- @Zpostnatale, These de doctorat en
IngZnierie pour la santZ, la cognition, IOenvironnement, sous la direction de Remy Slama et de Isabelle Pin, Grenoble, 2013.
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3.1.2!La durZe de gestation et la prZmaturitZ

La durZe de gestation ou %.ge gestationnel correspond au nombre de semaines ZcoulZe
depuis la date des dernieres regles dZclarZes par la femme enceinte. LOunitZ est en semain

dOamZnorrhZe (SA). Le terme thZeripila grossesse est de 40 SA rZvolues.

La prZmaturitZ est quant " elle dZfinie par une durZe de gestation strictement infZrieure ~ 37
semaines dOamZnorrhZes (soit avant le 279e jour de grossesse). On distingue notamment det
autres seuils pour identifide degrZ de sZvZritZ de la prZmaturitZ : la grande prZmaturitZ
(naissance entre la 28e et la 32e SA) et la tres grande prZmaturitZ (naissanda 28 SA)

(Althabe et al. 2012Goldenberg et al. 2008)

Nous dZtaillerons eailessous diffZrentes informations relatives aux trois issues de
grossesse que nous avons choisies dOZtadiercds travaux de thesda croissance fitale

(poids de naissare), la durZe de gestation et la prZmaturitZ.

3.2&rZvalencedes issues de grossesse dZfavorables

DOapresOUNICEFen 2004 environ 20 millions de nourrissons sont nZs avec un faible
poids de naissance dans le monbaque annZeeprZsentant environ ¥ delOensemble des
naissance§Wardlaw 2004) En France, la prZvalence de faible poids de naissance se situait

auour de 7 (Wardlaw 2004)

DOapres IOOMS, pres de 15 millions de bZbZs naissent prZmaturZment dans lbagoede ¢
annZe, ce qui reprZsente plus dOun bZbZ ¢Bieh@owe et al. 2013)En France, il y a

environ 820 000 naissances par an don®&gbnt prZmaturé¢Blondel et al. 2011)
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3.3&rincipaux facteurs de risque

Les originesde la survenue dOune issue de grossesse indZstmabmultifactorielles
facteurs gZnZtiques, fltmaternels, comportementaux, socioZconomigesniques et
environnementauxXBarker 2006; Dadvand et al. 2011 Goldenberg et al. 2008¥5i les
mZcanismes biologiques suspectZs tamsusedes diffZrentes issueg grossesspeuvent
otre diffZrents, de nombreux dZterminants sont communs "~ IOensemble de ceBéstines

2015. Un apersu succict et non exhaustif de ces dZterminassadonnZci-dessous

Parmi les facteurs gZnZtiques, on distingue le sexe détene dernier a ZtZ en effet
associZ avec la croissance fital¢valero De BernabZ et al. 2004DiffZrentes
caractZristiqgues maternelles ont ZtZ associZes ~ une augmentation du risque de prZmaturitZ €
" une altZration de la croissance fitale comme I0%.ge dedalaparitZ, un indice de masse
corporelle (IMC) ZlevZ, une hypertension artZrielle et un risque déclaipsie. Plusieurs
facteurs de comportements maternels ont ZtZ associZs ~ des issues de grossesses indZsirabl
telles que la consommation de tatalOalcool pendantdaossesse, une alimentation non
ZquilibrZeou le niveaudOZtudéBerkowitz et al. 1998 Moutquin 2003) Parmi les facteurs
environnementaux, plusieurs Ztudes suggerent un effet dZIZtere de IOexposition maternelle
aux pesticidegPhilippat et al. 2012 Rauch et al. 2012)aux polluants atmosphZriques
(Glinianaia et al. 2004; Stieb et al. 2012)et plus rZcemment aux Zvenements

mZtZorologiques sigs issues de grossegBeltran et al. 2014 Strand et al. 2011)

Ci-dessous les liens entiles issues de grossesse et nos facteurs environnementaux

dOintZrets seront dZtaillZs
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3.4 &ffets de la pollution de I&ir sur les issues de grossesse

Ces dernises annZes, de nombreuses Ztsdesont intZressZes " I0effet de la pollution de
|Oair sur les issues de grosséBsesetti et al. 2010 Glinianaia et al. 2004Pedersen et al.
2013; Shah et al. 20I1Slama et al. 2008Srtm et al. 2005 Stieb et al. 2012 van den
Hooven et al. 2012)Selon la revue rZalisZe par Bosetti et al. 2pl@sieurs Ztudes ont
reportZ un risque accru de naissances prZmaturZes en lien avec une exposiidi, aux
deux pendant la grossesse ent{Beauer et al. 2008Xu et al. 1995)deux au cours dulet
3° trimestre de grossesgeluynh et al. 2006 Ritz et al. 200Q) quatre au cours du®'l
trimestre uniguemer(Bobak2000; Hansen et al. 20068_eem et al. 2006Ritz et al. 2007)
Plusieurs Ztudes ont Zgalement suggZrZ une diminution du poids de naissance en associatiol
avec une exposition aux RbMpendant la grossesé@hen et al. 2002)au £' trimestre(Yang

et al. 2003)au 3 trimestre(Salam et al. 2005Bell et al. 2007.

Concernant IQexposition prZnatale aw, NiBux rZcentes Ztudes ont montrZ une association
positive et significativeavec le risque de naissances prZmatuidisson et al. 2012Wu et
al. 2011)et 1 rZcente Ztude a montrZ une association nZgative et significative avec le poids de

naissancéPanasevich et al. 20116

3.5 &ffets des conditions mZtZorologiques sigs issues de grossesse

RZcemment, plusieurs Ztudes ont montrZ que IOexposition maternelle ~ des Zvenements
mZtZorologiques spZcifiques pendant la grossesse Ztait associZe ~ des rZsultats naissance
indZsirabés (examinZs par Beltran et al. 20Btrand et al, 2011). La plupart de ces Ztudes
ont portZ sur les naissances prZmaturZes et leur relation avec la tempZrature ambiante sur le
fenetres dOexposition ~ court terme pendant la grossesse, gZnZralemeaot jsemnsaines

avant IOaccouchement. lls ont rapportZ principalement un risque accru dOaccouchemen
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prZmaturZ avec uriempZrature ZlevZe (Basu et al 208@hifano et al 2013Strand et al

2012; VicedoCabrera et ak014). Une Ztude rZcente menZe en €kinexaminZ des
expositions plus longues pendant la grossesse et a rapportZ que la haute tempZrature moyenn
sur IOensemble de la grossesse a ZtZ associZe " un risque accru dOaccouchement prZmat
(He et al. 2015). Une autre Ztude en Grece a montrZ damf@rature moyenne au cours du

mois de IOaccouchement a ZtZ associZe ~ une rZduction de I0%.ge gestationnel (Flouris et
2009). Relativement peu dOZtudes ont examinZ IQassociation entre le poids de naissance et
tempZrature ambiante pendant la gresseleurs rZsultats sont variables. Une vaste Ztude en
Irlande et une plus petite en Turquie ont signalZ une augmentation du poids de naissance en
association avec une augmentation de la tempZrature au cours du deuxisme trimestre de la
grossesse (Elter at 2004; Murray et al. 2000). En revanche, une Ztude en fcosse a suggZrZ
une diminution du poids de naissance lorsque les femmes ont ZtZ exposZes " des tempZrature
ZlevZes dans le premier trimestre de la grossesse (Lawlor et al. 2005). Dans uneéeftiede rZ
dans le Massachusetts, Kloog et al. (2015) ont rapportZ que la tempZrature moyenne au cours

du dernier trimestre de la grossesse a ZtZ associZe ~ une diminution du poids de naissance.

Un autre facteur mZtZorologique dOintZret est IOhumiditZ retaisela littZrature sur son
association avec les rZsultats de la grossesse a resu moins dQattention. Strand et al. (2012) ¢
He et al. (2015) ont ajustZ sur IOhumiditZ relative lorsquQils Ztudiaient IOassociation de Iz
tempZrature avec les rZsultats dgrzssesse, mais |Oeffet potentiel de IOhumiditZ relative nOa
pas ZtZ signalZ. Deux autres Ztudes ont portZ sur les effets nZfastes de la tempZratur
apparente, un indice combinant tempZrature et IOhumiditZ, et ont trouvZ une association
significative aveclOaccouchement prZmaturZ et un %.ge gestationnel rZduit (Dadvand et

al 201%; Lajinian et al. 1997).
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Les mZcanismes biologiques possibles qui pourraient expliquer les associations entre
pollution de IQair, parametres mZtZorologiques, et les issues dmsegse dZfavorables
semblent complexes et sont encore mal conmass des hypotheses existent. Plusieurs
Ztudes ont suggZrZ que IOinduction d@ess oxydatif ou dOune inflammation systZmique
pourrait jouer un r™le important sur la prZmaturitZ et ldssance fitale (Kannan et al.

2004; Lin et al. 2016 Slama et al. 208!; Vadillo-Ortega et al. 2014)Une autre hypothese
est quOen affectant les mZcanismes ZpigZnZtitpsesexpositions environnementales
pourraient influencetOexpression de certains gemé¢se ce faitinfluencer le dZveloppement

et la croissance fltagé (Foley et al. 2009 Waterland and Michel2007)

4 &fpigZnZtigue et r™le potentiel de la mZthylation de IOADSbmme

biomarqueur des expositions

4.1&07pigZnZtique, dZfinition

CLa branche de la biologie qui Ztuds relations de cause " effentre les genes et

leurs produis, faisant appara’tre le phZnotylieéWVaddingtorCH.

QLOZpigZnZtique a toujours ZtZ I0ensemble de ces choses bizarres et merveilleuses que la

gZnZtique ne sait pas expliqueBarlow D.

CLOADNne fait que porter le code gZnZtiqu®ZpigZnZtiqaenne &s moyens " la

cellule delOinterprZtele mieux possibl&, Artymiuk P.
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Autant de dZfinitions pour tenter de dZfinir ce phZnomene Ztrange quOest 10ZpigZnZtique
COest au milieu ddlXe siecle que leterme @pigZnZtiqUE estapparu pour combler la

breche entre 10innZ et I0acquis. Ce texrrdéZ utilisZ pour dZcrireslZvenemerd quine
pouvaient pas etre expliqedarla gZnZtiquéGoldberg et al2007 ; Holliday 2006) Il est

redZfin par Conrad Waddington, biologiste anglais, en 1942 en attribuant ce terme "~ I0Ztude
des influences de IOenvironnement sur I0expression des L@ddesyZnZtique se dZfinit
aujourdOhui par 10Ztude des changementfiambifdexpression depnesayant lieu sans
altZraton de la sZquence deAlN (Berger et al. 2009)Pour reprendre une mZtaphore
utilisZe par Thomas Jenuwein (spZcialiste de biologie molZculaire et dOZpigZoitjmpee)

sans doute comparer la distinction entre la gZnZtique et I0ZpigZnZtique "~ la diffZrence entre

A

|OZcriture dOun livre et sa lectu@a gZnZtiquerenvoie ~ |IOZcriture des gefieset

QI@pigZnZtique renvoie " la lecture des g¥#aes

4.2 &esmZcanismes ZpinZtiques

Toutes les cellules dOun organisme (prZsentent au sein dOun meme individu) pssedent
priori le meme code gZnZtique et le meme nombre de geResirtantau coursde leur
diffZrenciation, les cellules vont acquZrir des profils dOexpressioricgmaciiOun tissu et
exprimer les genes nZcessaires " leurs fonctioGsneme si elles contiennent la meme
information, elles nOen font visiblement pas toutes le meme ESagelon Vanille Greiner,
CLOexistence dOZpigZnomes distincts justifie le f@nqumeme gZnotype peut gZnZrer
diffZrents phZnotypes. En dOautres termes, ce sont les modifications ZpigZnZtiques, hZritable

lors des divisions cellulaires et rZversibles, qui rZgissent ainsi le destin dOune cellule, en

" Source: http://www.inserm.frithematiques/genetiggenomiqueet-bioinformatique/dossiers-
information/epigenetique
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rZgulant IOexpression de ses gesass affecter la sZquence de IOA@¥rger et al.

2009)E"2.

On distingue diffZrents types de mZcamismZpigZnZtiques qui vont emes” des
modifications dans IQarchitecture de la chromatimport de 1Oinformation ZpigZnZtigles
modifications postraductionnelles des$tones, les ARNs nddcodants et la mZthylaticoe
IOADN(Cao-Lei et al. 2013)Un grand nombre dOacteurs rZgulent ces mZcanismes. lls sont
capables dOZcrire, de lire ou dOeffacer ces modifications et vont ensemble coopZrer pou

inhiber ou activer IOexpression de genes spZcifiques

La mZthylation de IOADN consttisans doute le mZcanisme le mieux dZcrit ~ IOheure
actuelleet le plus pertinent ~ envisager ~ 10Zchelle dOune cohorte ZpidZmio{dgiese

2012; Li and Reinberg 2011) es travaux de these ont portZ sur ce mZcanisme.

4.3&a mZthylation de IOADN

Modification rZversible de IOADN gZnomégua mZthylation de IOADN consiste en
|OadditiondOun groupement de mZthyle (C€H3 atome de Carbone liZ ~ 3 atomes
dOHydrogene) ~ I0extrZmitZ du carbone 5 dOune cytosiné-@iX@est niveau de |Oatome de
carbone en %position du cycle dOune cytogigZnZralemnt au niveau dOune sZquenee 50
CytosinePhosphatéSuanosine appelZe C dinuclZotide CpG E ou C site (pGyér et al.
2004)(Figure?2). Les sites CpG sont rZpartis de maniere non alZatoire sur le gZnome et selon
une structure particulisre. On distingue les CpGsl&hdE (rZgions enrichies environ de 60
70% de sites CpG), les CpGslipresE (rZgions moins enrichies en sites CpG qui sOZtendent

de part et dOautre de la rZgion CpG island) et les CplB=vESE (rZgions encore moins

*2 Grenier Vanille, EpigZnZtique et methylation de IOANBtude des mZcanismes dOinteraction du domaine SRA de
UHRF1 avec IOADN hzmiZthylZE, These de doctorat en Sciences du Vivant, sous la direction de Yves Mely et Christian
Bronner, Strasbourg, 2012.
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enrichies en sites CpG que les CpGs shores qui sOZtendefitdrs rZgins CpG shores)

(Lander et al. 2001)

Figure 2. SchZma de la mZthylation

La mZthylation de IOADN tespliquZ dans de nombreux processus biologiques tels que la
rZgulation de la transcription des genes, la formation et la ex@inte de la chromatine, le
dZveloppement et dOautres processus fondamemiconstitue un ZIZment clZ de la
rZgulation ZpigZnZtique de IOexpression des irlé€sine de ces fonctions principales est de
pouvoir rZguler 10expression des genes, lesanigmes par lesquels la mZthylation rZgule
IOexpression gZnique sont encore mal contpriegle gZnZralene forte mZthylation dOune
rZgion riche en CpG (i.€pG island est associZe ~ un Ztat rZpressif (non exprimZ) stable du
gene. La relation entre mZthylation et ergsion du gene peut stre schZmatisZe comme ci

dessougFigure 3):

Figure3. SchZma@®R™le entre la mZthylation et IOexpression des genes.

Inversementun niveau faible de mZthylatiogOune rZgion riche en CpG (CaG sland

engendreune forte expression et donc unetieation du gene correspondantela nOest
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cependant pas toujours vZrifiZn effet, selon Asssi (2015)es Ztudes ont dZmontrZ quOune
hypermZthylation peut stre associZe ~ une augmentation de IQexpression @butjerecz

Arcelus et al. 2013 van Eijk et al. 2012)Par ailleurs, il est sggrZ que la position du site

CpG dans le gene a une importance. En effet, la mZthylation de IDADN des sites CpG au
niveau de la rZgion promotrice dOun gene est gZnZralement associZe avec IQextinction du gen
tandis que dans le corps du gene ou dans laonZgd UTR cela induitaine activatiordu

gene (Grundberg et al. 2013Jjingoet al. 2012)**

4.4 &acteurs environnementaux et mZthylation de IOADN

Le profii de mZthylation de IOADN dOun individu est susceptible de subir des
modifications induites par des facteurs environnementaux tout au long de Rlugieurs
Ztudes ont suggZrZesi altZrations de la mZthylation de IOADN en association avec la
pollution de IQai(Baccarelli et al. 2009 Bellavia et al. 213; Bind et al. 20143, 2015;
Madrigano et al. 2011Panni et al. 2016)La plupart de ces Ztudes ont ZtZ rZalisZes chez
IOadulte et portaient sur des approches gegidats ou mZthylation globale. Dans leur
rZcente Ztude, Panni et al. 2016, oilisdtune approche du gZnome entier pour Ztudier les
associations entre la mZthylation de IOADN dans le sang de IQadulte et lalpetiatian
identifiZ plusieurs sites CpG associZs aux PM. Dans le contexte de la grossesse et plus
spZcifiguement des isss de grossesse, il existe trss peu de littZrature. Une Ztude, basZe sur
des Zchantillons buccaux provenant dOenfants, a reportZ des changements de mZthylation pot
trois genes NOS en association avec une exposition aux particules. E ce jour, seulement de
Ztudes ont ZtudiZ les effets de la pollution de IQair pendant la grossesse sur la mZthylation d

IOADN (Gruzieveet al. 2016; Jansseret al. 2013). Janssen et al. 2013 ont reportZ une

' Asssi Dylan, Gf pidZmiologie ZpigZnZtique de biomagqus du risque cardivasculaire intZret de I0Ztude de
la mZthylation de IOADN " partir dOZchantillons sanguifitiese de doctorat en SantZ PubligugZnZtique
statistique, sous la direction de Davitexandre Tregouet, Paris Saclay, 2015.
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diminution de la mZthylation globale placentaire en association @wvecexposition aux
particules en dZbut de grossesse et sur la grossesse Grtigieva et al(2016)ont quant °
eux reportZ une association significative entre 10exposition apeéw@ant la grossesse et

une modification de la mZthylation dans des genes liZs ~ la mitochondrie.

Dans le contexte des expositions inutZrines, le placenta reprZsente un tissu pertinent pour
IOZtude des altZrations de la mZthylation de IOADN. En effet, tout au long du dZeetoppem

in utero, le placenta joue un r™le clZ dans le contr™le de la croissance et le dZveloppemen
mais il est aussi le principal lieu dOZchanges mdiéan® (Koukoura et al. 2012). Ce tissu
ZphZmere pourrait reflZter I0exposition cumulZe de la mereupelsd grossesse, et donc
IOexposition du nouvead depuis sa conception. De plus, il appara’t particulierement
pertinent de sOintZresser aux marques ZpigZnZtiques au cours de la grossesse pour de!
raisons 1) il sOagit dOune pZriode dOintense renedeiggnZtiqué-oley et al. 2009yui

va dZterminer le patrimoine ZpigZnZtique de IOenfant et conditionner son ridexis dis
certaines pathologies, et 2) le placenta est un tissu pertinentflepai I@environnement du

fitus pendant la vie intrautZrine et qui est relativement facile ~ recueillir. Des modifications
dans la fonction placentaire sont susceptibles de conduire ~ des altZrations de la croissance

fitale (Banister et al. 2011Koukoura et al. 2012)

Bien quOil sOagisdOun champ tres prometteur, le r'™le de IOexposition "~ la pollution
atmosphZrique pendant la pZriode fitale dans les variations dOexpression gZnZtique du
placenta nOa ZtZ, " ce jour, que tres peu ZtudiZ. Concernant les conditions mZtZorologiques
une Ztde chez les hommes %.gZs sOest intZressZe " la relation entre tempZrature, humidi
relative et mZthylation de IOADN et a reportZ une diminution de la mZthylatido 9Btk
et une augmentation de la mZthylation palur (Bind et al. 2014). E notre connaissance,

A

aucune Ztude nOa ~ ce jour ZtudiZ les associations entre une expositiore parratal

conditions mZtZorologiques et la mZthylation de IOADN.
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4.5 &valuation des donnZes de large dimension de la mZthylation de IODADN

LOutilisation de marqueurs ZpigZnZtiques en ZpidZmiologie est un champ tres prometteur
qui pose des dZfis en termes dOapprdiblogique, miologique, ZpidZmiologique et
biostatistique Jusqud™ prZsetés deux approches principalement utilisZes pour analyser des
donnZes de mZthylation de IOADN coaigist erune approche ditelgines spZcifiqués (ou
Qgenes candidat8) & une approche de mZthylation globale reposant principalement sur
IOanalyse de sZquences rZpZthepdlive elementS en anglais). La premisre approche
consiste ~ supposer I0implication dOun gene dans un quelcongaepeiietet de tester son
assaiation avec une exposition ou une maladie/pathologie afin de confirmer ou non cette
implication a posteriori Cette approche prZsente le dZfaut de ne pouvoir cibler et analyser
que les genes connus dont la fonction est Zvidlemmenmtueoat qui prZsente uapporta
priori Zvident avec la pathologie. Elle ne permet donc pas de dZcouvrir de nouvelles voies

possiblesll en est de meme pour la seconde approche.

LOidentification de nouvelles voies biologiques nZcessite dOutiliser des approches agnostique:
dites QgZnome enti¢fE. Les phZnomenes ZpigZnZtiques ont suscitZ beaucoup dOintZrets
depuis 2010 avec |Oapparition de puces de haute densitZ permettant dOZtudier la mZthylatic
de IOADN " grande Zchelle, donnant lieu aux Ztudes dOassociations ZpigZnome entier
EpigenomeWide Association StudyEWAS) en anglais. Cette approche EWAS consiste ~
tester IQassociation entre la mZthylation de IOADN tout au long du gZnome et les facteurs
environnementaux. Cette approche prometteuse pour la dZcouverte de nouveanismmezc
biologiques est en plein essor et requiert de nombreux challenges principalement dans les

outils et mZthodes statistiques.
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Objectif et structure de la these

De maniere globale, il semble que IQexposition " certains facteurs remainentaux
puisse modifier 10environnement inmtArin au cours de pZriodes critiques du
dZveloppement. Cela peut entra’ner des changements permanents dans la structure du fitus,
la physiologie et le mZtabolisme qui favorisent dOabord la survie, eanluprZdisposent
ces sujets ~ une maladie chronique dans IQenfance ou ~ I0%.ge adulte. Cette hypothese e
dZfinie " travers la DOHaD (Qevelopmental Origins of Health and DisedSgsselon
laquelle une partie des troubles de santZ de IQenfant et de IOadulte trouve son origine dans l¢
expositions environnementales subies durant le dZveloppéBankier 2004, 2007, 1995,

2006; Gluckman et al. 2008)

LOobjectif principal de ces travaux de these a ZtZ dOZtudier dans un premier temps les
as®ciations entre [Oexposition prZnatale aux facteurs mZtZorologiques et les issues de
grossesse dZfavorables, et, dans un second temps, dOZvaluer IQeffet potentiel des factet
mZtZorologiques et des polluants atmosphZriques pendant la grossesse sytatiom i

IOADN placentaire.

Plus prZcisZment, notre premier obje(tifitZ dans le chapitre)lvisait ~ rZpondre " la

guestion:

| %Estce que les conditions mZtZorologiques pendant la grossesse peuvent stre associZes ~
des consZquences nZfastes suru&eal de gestation, la prZmaturitZ et le poids des

nouveaunZg?

Si des Ztudes ont montrZ des effets de la pollution sur des issues de grossesse indZsirables ¢
suggZrZ Zgalement des effets similaires pour les conditions mZtZorologiques, les mZcanismes
sowsjacents qui pourraient expliquer ces effets restent encore tres peu connus. Les

mZcanismes ZpigZnZtiques semblent constituer une piste intZressante dans IQidentification d

ces processus. Ce qui conduit ~ Zvaluer si les mZcanismes ZpigZnZéiguegie la
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mZthylation de IOADNpourraient stre influencZs par ces expositions environnementales

pendant la grossesse. DOos notre seconde question prificaitde dans le chapitre )i

I 94 Oexposition maternelle aux polluants de 10Qair ou conditions mAfifjoedopeutlle

stre associZe des modifications ZpigZnZtiGues

Nos travaux de these se sont appuyZs sur deux cohortes franeaisesemfaats EDEN
(20032006) et PELAGIE (2002006). Ces cohortes avaient pour ghZratiOidentifier les
dZterminants g et post natals du dZveloppement et de la santZ pendant la grossesse, " la
naissance et dans IOenfance. Les femmes, incluses en dZbut de grossesse, Ztaient issues d

zones gZographiques (PoiBGharentes, Lorraine et Bretagne).

Ce manuscrit sOartielautour de trois chapitres :

"% Dans le premier chapitre, nous prZsentons la population dOZtude et les Zvenements
dOintZrets en vue de bien comprendre le cadre de cette Ktugey dZcrigns les
mZthodes et matZriels utilisZs, les cohortes, les donrZedllies et produites au cours
de ce travail.

"% Ensuite, dans ldeuxisme chapitre, nous prZsentons les rZsultats de 10Ztude sur les liens
entre les conditions mZtZorologiques pendant la grossesse et trois issues de grossesst
dZfavorables.

"% Dans le derniechapitre, nous prZsentons le r'™le potentiel de la mZthylation de IOADN
placentaire comme biomarqueur des expositions fitales " la pollution atmosphZrique et
aux conditions mZtZorologiques. Dans un premier-soagitre, nous prZsenterons une
approche agrsiique et dans un deuxisme setlgapitre, nous prZsenterons une approche

avec une hypothesa priori intZgrant des connaissances biologiques.

Enfin, nous terminerons par une discussion gZnZrale et un regard rZflexif sur le travail rZalisZ.
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Chapitre I: Population et Zvenements dOintZrsts

LOobijectif de ce chapitre est de prZsenter la population dOZtude ainsiZyeecieents
dOintZrsts sur lesquels reposent les travaux de cette these. La population Zaitiggie de
deux cohortes frarmsesmere-enfantayant un desigrsimilaire : la cohorte EDEN (Etude
des DZterminants prZ et postnatals du dZveloppement et de la santZ de |&Htam)rte
PELAGIE (Perturbateurs endocriniensEtude Longitudinale sur les Anomalies de la
GrossessdQlnfertilitZ et IDEnfance). Ces deux cohastagntpour meme but dOZtudier les
effets des Zvenements survenus pendant la vie fitale sur le dZveloppement, la santZ " la
naissance et dans IOenfance. Les femmes Ztaient recrutZes pendant leur grossesse pui
suivies, ainsi que leur enfant au moins jusqu®” I€UF &nniversaire.Les chapitres
concernant la mZthylatiode IOADNeposent uniquement sur un Zchantillon de la cohorte

EDEN, les donnZes nOZtant pas disponibles dans la cohorte PELAGIE.

1.8 es cohortes

Ces cohortes ont ZtZ approuvZes par tous les cod@Zthiqueertinents et toutes les
femmes participantes ont donnZ par Zcrit un consentement ZclairZ pour leur propre
participation et celle de leur progZnitufeoutes les donnZes ont ZtZ recueillidsnsdes

procZdures standardisZes et des sZances de formation pour les enqusteurs ont ZtZ organisZes

1.1RELAGIE

Le recrutement des femmes enceintes sQOest effectuZ agamaifs dOamZnorrhZedans
les cabinets de gynZcologues ou Zchographistes dagBeefllle et Vilaine, Finistere et
C™tes dOArmor) ayant souhaitZ participer ~ IO&tutigal, 3421 femmes enceintes ont ZtZ

recrutZes entre avril 2002 et fZvrier 2006. Des informations sur les caractZristiques
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socioZconomiques et sociodZmographiqukes, consommationde tabac et dOalcool,
|Oalimentation, les antZcZdents mZdicaux et les mesures anthropomZtriquescoei| &g

" partir dOun autquestionnaire fourni ~ IQinclusion. Les informations mZdicales sur le
dZroulement de la grosses@gpertasion, diabete gestationnelE)la naissancgmode
dOaccouchementEket IOZtat de santZ du nouvedu @oge gestationnel, paramstres
anthropomZtriquesEpnt ZtZ obtenues " partir des dossiers mZdicaalisZs par les sages

femmes et le pZdiat(€hevrier et al. 2011)

1.2&DEN

Le recrutement des femmes enceintes sOest effectu24gamaine dDamZnorrhgalans

les maternitZs des Centres Hospidfdversitaires (CHU) de Nanayepuisseptembre 2003

et de Poities depuis Zvrier 2003. Pour les deux centres, le recrutement sOest terminZ fin 2006
avec 10inclusion de 2002 femm@934 femmes pour Nanogt 968 pour Poitiers)Des
informations sur les caractZristiques socioZconomiques sociodZmographiques, la
consommation de tabac et dOalcool, IQalimentation, les antZcZdents mZdicaux et les mesurt
anthropomZtriques, ont ZtZ collectZes par entretien au cours de la grossesse puis par auto
questionnaire en suites @d®uche. Les informations sur le dZroulement de la grossesse
(hypertension, diabete gestationnelFla naissancémode dOaccouchementE) la santZ de
IOenfan(%oge gestationnel, paramstres anthropomZtriquesEjuant " elles ZtZ obtenues "

partir dDexamens cliniques o d®ssiers mZdicaux. Enfin, les criteres dOexclusion Ztaient
des anZcZdents de diabetes, une grossesse multiple incapacitZ ~ parler franeais et
|Gntention dOaccouchen dehors d&Dh™pitahiversitaireou de sortirde la zonedOZtudau

cours desrois prochaines annZésleude et al. 2015)
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Dans le but de rZaliser une Ztude combinant les donnZes de ces detest¢rko

similaires une Ztape dOhomogZnZisasianle codageles variables a ZtZ nZcessaire

2.&Les ZvenementsdQintZrets

2.1&esissues de grossesse

Dans ce travail, @us nous sommes intZressZgrGis diffZrentes ssues degrossesse
disponibles dans les de@ohortes le poids du bZbZ " laaissance(en gramme)la durZe

de gestatior(en SA)etla prZmaturitZ(< 37 SA rZvolues)

2.2&es epositions environnementales

LOadresse exacte du domicile des femmes a ZtZ recueillie ~ IOaccouchement dans EDEN et

IOintusion dans PELAGIE puis gZocodZe avec un systeme dOinformation gZographique.

2.2.1! LesfacteursmZtZorologiques

Des domZes quotidiennes de tempZrature (en jC) et dOhumiditZ relative (en %) ont ZtZ
obtenus " partir de la @ublithequeE de MZtZo France. Cesrgrastres mZtZorologiques

sont mesurZs par des stations mZtZo reparties sur IOensemble du territoire franeais.

Pour chaque parametre mZtZorologique, nous avons calculZ la distance entre les stations
mesurant le parametre dOintZrst et le domicile de chésume. Pour chaque femme, la
station la plus proche de son domicile mesurant le parametre dOintZrst lui a ZtZ attribuZe
(Figure 3. Nous avons fixZine limite maximale de 4Bm entre le domicile et la station.

Ainsi, des donnZes manquantes ont ZtZ ateibaidx femmes vivant " plus de &t de la

station la plus proche de leur domicjle=17) La zone c™tiere ocZanique, d&ftomme le
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terrain situZ ~ moins de 8 km de la c™te, est seuntes influences mZtZorologiques

spZcifiques.

Les femmes de la coite PELAGIE vivant dans les zones c™tieres ont ZtZ assignZ

station mZtZorologique la plus proche se trouve dans la zone d*ffitres(3 et

Figure 4. Localisation du domicile des femmes et des stations mesurant lesrgmastres

mZtZorologiques.

Pour chaque femmenous avons ensuite calculZ la tempZraturéObumiditZ relative
moyennes auxquelles elle Ztait exposZe duiiffdrehtes fenetres de temps aaurs de la
grossesse. Nous nous sommes ainsi intZressZs ~ deedeti®expositions ~ moyen terme
(chaque trimestre de la grossesse et la grossesse entiere) et ~ courfjaers)jesémaines et
mois prZcZdant I0accouchemeRbur chaque fenstre dOexposition, au moin®678es
donnZes devaient stre disponibles. Dansae contraire, [Oexposition Ztait manquante pour la

fenstre dOexposition en question.
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Figure 5. Localisation du domicile des femmes et des stations mesurant les parametres mZtZorologiques en

Bretagne.

2.2.2! Les polluantsde 1Oair

LesdonnZes sur les expositions aux polluants de IQair Ztaient disponibles uniquement pour la
cohorte EDENLes niveaux de concentration en N& PMy ont ZtZestim2 " IOadresse du
domicile des femmes " IOaide dOun modsle de dispersion implZmeni# lgiciel ADMS-

Urban (Sellier et al. 2014)Ce modsle prend en compte désnnZes sur les Zmissions de
polluants, IOoccupation des sols, le relief, les conditions mZtZorekdajuonfiguration des

b%o4 ~ proximitZ des routest les rZactions chimiques dans IOatmosphere pour modZliser la
dispersion des polluants. Il fournit destimations horaireslOadresse exacte du domicile des
femmes Les fenstres de temps au courslderossesse ont ZtZ calculZes de meme fason que
pour celles des parametres mZtZorologiqiesourtterme (jours, semaines et mois prZcZdant
IOaccouchement) et ~ plus long terme au cours de la grossesse (chaque trimestre de la
grossesse et la grossesséisee). Les changements dOadresse en deuggossesse ont ZtZ

pris en compte en estimant une moyenne des niveaux dOexposition ~ chaque adresse dans |
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pZriode correspondante, pondZrZe par la durZe de rZsidence ~ chaque @smicildsle a

ZtZ mis en Lvre avec la meme mZthodologie pour les deux cenfedtiers et Nancy.

Figure 6. Niveaux de concentration en N& Poitiers et~ Nancy estimZs ~ partir du modsle de dispersion, 2005.

2.3&a mZthylation de IOADN

Les donnZes mZthatlon sont issues des analyses Achantillons deplacentaqui ont ZtZ
prZlevZs ~ IOaccouchemeardur 1301 femmesde la cohorte EDEN. Les prZlevements
placentaires ont ZtZ rZalisZs seloe procZdure standardigpeotocole et film expliquant la
procZdue " suivre)par la sagédemme oule technicen de &tude prZsefitla maternitZ Le
placenta a ZtZpongZet des Zchantillons eYiron 5 mm x 5 mm ordtZ rZalisZs dans le
centre de la galeti@acentire, en prenant soin diter les zones de nZcrosele ne prZlever

que les villositZs fitales. Les prZlsvements obtenus ont ZtZ placZs désngryotubes
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ZtiquetZs avecid@ntifiant EDEN de la femme, puiongelZs ~80 C et stockZs dans les

biothequesciblZes pour [Ztude (H™pital de Nancy et Poitiers)

LOextraction de IOADMNacentaire a ZtZ effectuggncipalementpar la sociZtZ QIAGEN
LOADN a ZtZ extrait pour 668 couples reméant pour lesquels des donnZes de pollution
avec le modele de dispersion Ztaient disponibles, et un Zquilibrage sxe des®enfant et le
centre de 10Ztude a ZtZ rZalisZ de maniere alZh&srdDN ont ensuite ZtZ envoyZs au
Centre National de GZnotypage (CN®rg Tost,partenaire du projen France, pour la
rZalisation des analyses de mZthylatioha puce Illlumina 450K (Infinium
HumanMethylation450 BeadChip ZtZ utilis€pour Zvaluerds niveaux de mZthylation dans
les Zchantillons de placenta (lllumina, San Diego, CA, U&Ayiron 480 000 sites de
mZthylationsont ainsimesurZs sur IOensemble du gZnémeotal, 9 plaques incluant 64
pucesont ZtZ utilisés. Ces plaques ont ZtZ analysZes en 4 groupes. Nous avons reproduit
plusieurs Zchantillons pour dZterminer si le groupe, la plaque, et layaieatun effet sur

le niveau de mZthylatioobtenu Le ratio garens/filles a ZtZ ZquilibrZ pour chaque puce. Des
contr™lesnZthylZs/nomZthylZsont ZtZ rZalisZEl par plaque)Les contr™les ont bien
fonctionnZ Les filles avaient globalement des niveaux de mZthylation diffZreatgatsons

Les niveaux de mZthylatiode chaque site Cp@ytosin€phosphatBGuaning ont ZtZ
normalisZs selon la mZthode dZcrite Panleimat and Tos{2012) Apres les Ztapes de
contr™le qualitZ et de normalisation, @2® sites CpG Ztaient disponibles pour les analyses
statistiques.

La mZthyation globale des sZquendds et LINE-1 a ZtZ quantifiZe par pyrosZqueneage.

Aucune diffZrence significative dans les niveaux de mZthylation nOa ZtZ dZtectZe entre les

centres de Nancy et Poitiers selon le groupe, la plaque et la p(iest de Student)
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L®Dbjectif de ce chapitre Ztait dOZvaluer |Oeffet de IQexposition maternelle ~ la tempZrature et
~ 10humiditZ relative pendant la grossesse sur diffZrentes issues de grossesse dZfavorables
dans les cohortes merenfant EDEN et PELAGIE. Cette Ztude fait IQobjet dOun premier
article pour lequel jOai rZalisihe partie du datananagementes analyses statistiques et la
rZdaction du papier Apres un rZsumZ en franeaige chapitre prZsente 10intZgralitZ de

|Qarticle somisdans le journaEnvronmental Health Perspective, le 28ij 2016.
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1.&8RZsumZArticle 1: Association between meteorological conditions and

birth weight, preterm birth and gestational duration in two mother-

child cohorts.

1.1 8ntroduction

Plusieurs ZtudegZcentes ont indiquZ que |Oexposition maternelle ~ des conditions
mZtZorologiquespZcifiques comme par exemple des tempZratures plus ZlevZes, serait
associZe " des issues de grossesse dZfavoraldesjtédun plus petit poids " la naissance ou
encore un risge de naissance prZmaturZe plus ZlevZ. Dans le contexte de changement
climatique, il est essentiel de mieux caraiser l{tnpact des conditions mZtZorologiques sur

ces issues de grossesse, en particuidfet de la tempZrature encore dZlea¢tul@ffet de
|GdumiditZ relative rarement ZtudiZee jour. Cette Ztude avait donc pour objectif\adier

les associations entre la tempZrature et IOhumiditZ relative moyennZes sur diffZrentes fenetres
dOexposition pendant la grossesse et trois issues de sEpksesids de naissance, la durZe

de gestation et les naissances prZmatudées les cohortes EDEN et PELAGIE

1.2 817thodes

LOexposition maternelle ~ la tempZrature (en jC) et ~ IOhumiditZ relative (en %) a ZtZ
moyennZe sudes pZriodes " court et moyesrme pendant la grossessgours (0 ~ 9) et
semaines (1~ 6) prZcZdant IOaccouchement puis chaque trimestre de grossesse et la grosses
entiere. Les associations avecpeids de naissance et la durZe de gestatibZtZ ZvaluZes "
|Oaidale modsles deZgession linZairePour la naissance prZmaturZe, un modsle de Cox "
risque proportionnedvec variable dZpendante du temps a ZtZ ufilisisles modsles Ztaient

ajustZs simultanZment sur la tempZrature (T) et IOhumiditZ relativaifidRyue sur les
facteurs de confusions potentigdentifiZs™ partir dOune revue de la littZratura linZaritZ

de la relation entre les parametres mZtZorologiques et les Zvenements d@iztZrdsudiZe

en utilisantdes splines pZnalisZ
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1.3&K7sultats

Au total, 5185couples mereenfant ont ZtZ inclus dans cette analyswirBn la moitiZ des
nouveaunZs Zient des garsons, plus de deiers des meres Ztaient %og#=85 “35 ans. Le
poids moyen " la naissance Ztait de 3350 grame®30], la durZe de gestation mogen
Ztait de 40 semaines?) et 231 nouvaanZs (4%) Ztaient prZzmaturZBour IOensemble des
meres de I0Ztude EdBiZlagie, la tempZrature moyeratde taux dOhumiditZ relative moyen
au cours de la grossesse éaiespectivement de B.;C (¥2,1) et 791 % (+4,2). Un poids
de naissance plus faible a ZtZ associZ avec une augmentatif® de 15 tempZrature sur le
trimestre3 de la grosses9e38 grammes, IC 956: -73, -3). Un poids de naissance plus
faible a Zgalement ZtZ associZ awee augmentatiode 10% de IOhumiditZ relative sur la
grossesse entieré77 gammes,IC 95 % : -125, -28) ; bien que moins significatives, les
associations avec les trimestres de grossesse Ztaient consistaatésninution de la durZe
de gestation a ZtZ associZecawsge tempZrature moyenne supZrieure ~ 16;@{@ur=0.01).

Aucune association significative nOa ZtZ mise en Zvidence pour les naissances prZmaturZes.

1.4&onclusion

Cette Ztude est, ~ notre connaissance, la preriZvaluer IQeffet simultae¥ distinctde la
tempZrature et de IOhumiditZ relative pendant la grossesse sur le poids de naissance, la durz
de gestation et la prZmaturit& densitZ spatitemporelle ZlevZe du rZseau de surveillance

de MZtZdFrance auwcours de la pZriode dOZtude nous a perobited®une large gamme de

N A

fenetres déxposition ~ plusou moins longterme pendanta grossesse ajouter "~ cela
IQutilisation de mZthodes statistiques prenant en compte la camZtathporelle de ces
fenetres déxpositions nous a Zgalementmis de dstinguer |Effet prope de chacund.es

rZsultats de cette Ztude soulignent que IQexposition ~ des niveaux de tempZrature et
dOhumiditZ plus ZlevZs pendant des pZriodes ~ moyen terme de la grossesse est associZe " |

poids ~ la naissance plus faible.
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Highlights

"% We used the closest monitoring station to womenOs home address to measure maternal

exposure during pregnancy in 5,185 motbleitd couples.

"% We found a significant decrease in birth weight in association avitiexposure to

temperature over the third trimester of pregnancy.

"% We observed a decreasing pattern in the association between birth weight and relative
humidity for all trimesters of pregnancy, and a significant association when exposure

over the whole mgnancy was considered

"% We observed no strong evidence association between meteorological conditions and

gestatonal duration and preterm birth
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ABSTRACT

Background: The effect of temperature and humidity during pregnancy on birth outcomes
remains debatedn the light of the consequences of climate change on local weather, it is
crucial to better understand the impact of such meteorological conditions.

Objectives: To investigatehe association between birth outcomes and maternal exposure to
temperatur@nd relative humidity over various exposure windows during pregnancy

Methods: We relied orb,185 mothechild dyads, enrolled at pregnancy (26806), in the
French EDEN and PELAGIE cohortdmbient temperature (jC) and relative humidity (%)
measured byroutine monitors were averaged over shierin (weeks and days before
delivery) and longerm (trimesters and whole pregnancy) exposure windows. Meteorological
exposures, simultaneously including temperature and relative humidity, were associated with
birth weight (in grams) and gestational duration (in weeks) using linear regression and with
preterm birth risk (<37 gestational weeks) using Cox proportional hazard models wih time
varying exposures. We used the Frisch Waugh equations and distributed laty nood
identify the critical windows of exposures.

Results: Mean temperature over the third trimester of pregnancy was negatively associated
with birth weight: average birth weight decreased by 38g (95% confidence interval3Cl:

3) for a 5jC increas@n exposure. A 10% increase in relative humidity during the whole
pregnancy was associated with an average birth weight decrease of 77 g (9526 C29).
Gestational duration significantly decreased when average temperature during pregnancy was
higherthan 16;C (nodinear relationship, ywalue=0.01). No evidence association was found
between the exposures and Preterm birth.

Conclusions: We highlighted that mean temperature and relative humidity during medium
term pregnancy exposures were associatéu lawver birth weight.

Keywords: motherchild cohorts, weather, pregnancy exposure, DOHaD
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INTRODUCTION

The increased frequency and intensity of extreme meteorological events due to climate
change have raised interest in identifying whether meteoroldgictars could affect human
health(Meehl and Tebaldi 2004; WHO and WMO 201®Jeather changes can have serious
health consequences on cardiovascular function, infectious diseases and overall mortality
(Patz et al. 2003; Watward et al. 2014)Pregnant women, their developing fetuses, and
children constitute the most vulnerable populations regarding health risk posed by climate
change(Rylander et al. 2013)Adverse pregnary outcomes have loAgrm health impact

with higher risks of respiratory and cardiovascular diseases or neurodevelopmental disorders
later in life (Barker 2006; Gibson 2007; Kramer 2003; Marlow et al. 2005; Mclintire and
Leveno 2008; WHO 2012)it is therefore important to deslme the relationship between
meteorological conditions and pregnancy outcomes to better understand and respond to the

potential health threat of climate change.

Studies have indicated that meteorological conditions during pregnancy were associated with
birth outcomes (reviewed bBeltran et al. 2014; Strand et al. 2p1However, results are
inconsistent. Mosstudies have focused on preterm birth (i.e. birth before 37 completed
weeks of gestation) and its relationship with ambient temperature oveitesimoréxposure
windows during pregnancy, typically days or weeks before delivery. Some reported an
increasedisk of preterm birth with high temperatuf@asu et al. 2010; Schifano et al. 2013;
Strand et al. 2012; VicedBabrera et al. 2014)hile others did not show any significant
association (Lee 2008, Wolf 2012). As for birth weight, the few studies that escaitsn
association with ambient temperature during pregnancy reported discordant results regarding
the direction of the association and the critical exposure windows ideriited et al. 2004;
Murray et al. 2000Lawlor et al. 2005Kloog et al. (2015)Such heterogeneity across study

results can be attributed to mulapsources. The main enmight be the diversity of

A



Chapitre 1l: Expositions environnementales et issues de grossesse

geographic regions investigated by these studies. Exposure to ambient temperature varies
greatly depending on the climate, the local habits and the vulnerability of the population.
Therefore, the health sk can differ between regions across the globe and need to be
estimated in different climates. Methodological differences in conducting the studies are also

a source of results inconsistency.

Another meteorological factor of interest is the humidity, whishstrongly related to
temperature. Previous studies have used different indices accounting for both temperature and
humidity (Dadvand et al. 2011; Lajinian et al. 19%ent et al. P13; Porter et al. 1999

Strand et al. 2012 and He et al. 2ph&t the specific effect of humidity was not reported.

We aimed to evaluate the association between mutadjlystedambient temperature and
relative humidity estimated over shoand longterm exposure windows during pregnancy
and birth weight, gestational duration and preterm birth. We relied on the EDEN and
PELAGIE motherchild cohorts conducted in regions of France with temperate or maritime
climates. We used methods that account foctreslation among exposure at different times

of the pregnancy to help identify critical windows of susceptibility.
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METHODS

Study population

We considered two French motkaild cohorts, EDEN (study of preand postnatal
determinants of the childOs depenent and health) and PELAGIE (Endocrine Disrupters: A
longitudinal study of pregnancy abnormalities, infertility and child health), which share a
similar design(Chevrier et al. 2011; Heude et al. 201F) EDEN, 2,002 pregnant women
were recruited during prenatzdre visits in the maternity wards of the university hospitals of
Poitiers and Nancy (France), before theil” 24eek of gestation, between September 2003
and January 2006. In PELAGIE, 3,421 pregnant women were recruited during prenatal care
visits to gyrecologists, obstetricians, or ultrasonographers before tHBivé&8k of gestation,
between April 2002 and February 2006 in Brittany (France). The present study included
singleton live births for which data on birth weight and gestational duration wailalde,
corresponding to 5,202 motliehild pairs (1,896 in EDEN and 3,306 in PELAGIE). Sex of

the newborn, maternal age, maternal smoking during pregnancy, heigiftegnancy
weight, eductaonal level, and parity were collected, by interview duringgmancy and ques
tionnaire after birth in EDEN, and by questionnaire during pregnancy and from hospital
medical records (sex of the newborn) in PELAGIE. These cohorts were approved by relevant
ethics committees and participating women gave informed writb@sent for their own and

their offspring participation.

Birth Outcomes

Birth weight (in grams) was extracted from the maternity records. Gestational duration (in
weeks) was estimated using the date of the last menstrual period, collected at recmitment
both cohorts Pretermbirth was defined as birth occurring before 37 completed weeks of

gestation.
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Meteorological exposure assessment

Hourly ambient temperature (in jC) and relative humidity (in %) were obtained from the
French national reference centdrMZtZo FrancgSupplemental Material, Figure S1) and
averaged over shererm (each day from 0 to 9 and each week from 1 to 6 before delivery)
and longterm (each trimester of pregnancy and the whole pregnancy) exposure windows.
Home addresses of the men, at delivery for EDEN and at inclusion for PELAGIE, were
geocoded. For each woman, we used the meteorological station nearest to her home address
Women living more than 40 km away from a meteorological station were excluded (n=17).
The oceanic coastarea, defined as the land located at less than 8 km from the coast, is
subject to specific meteorological influences. Women living in coastal areas were assigned
the nearest meteorological station located in the coastal area (Supplemental Material, Figure

S1).

Statistical methods
General strategy

All models were simultaneously adjusted for temperature and relative humidity. For the 3
outcomes under study (birth weight, gestational duration, preterm birth), we examined the
association withlong-term exposte windows (trimesters and whole pregnancy) to
temperatureandrelative humidity In order to assegbe specific effect of exposuring

each trimester of pregnancy, the regression models explaining birth outcocheted
exposure during the®12" and 3% trimester. Sincexposures during such time windowsre
somewhat highlycorrelated (Supplemental Material, Tabl#),Sve used an approach based

on residuals defined by Frisch Waugh and applie@&l et al. (2007)n the context of air
pollution exposureto remove the correlation between variables representing exposuees. Th

exposure covariates included in the regression models explaining birth outcomes were:
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a)"#$%#&'()&# . exposure to temperature over trimesterfor womani (reference
trimester); b) residuals -, ,0f the regression model#$%#&'()&# 1 = & + &
"HEUHE' (&H# « + # ), rEpPresenting exposure to temperature over tren@sadjusted for
exposure over trimestdr, ¢) residuals «4, of the regression mod&#$%#&'()&# +y = $3 +

$s "HEVHE' ()&H ) + $5 "HEWEHE'()&H# -+, ), representing exposure to temperature over
trimester3 adjusted for exposure over trimestérand2. We repeated this analysis using

each trimester as the initial referetiimester (i.e., trimestek).

We tested for notinear relationship between the meteorologicaVariatesand the birth
outcomes usingpenalized cubic splines. The smoothing parameter was chosen by
Generalized Cross Validation, an approximation of the Akaike critévWwod and Augustin

2002) All regression models explaining birth outcomes wedgusted for the following
covariates selected from the literature: maternal age (<289.25034, >35 years), maternal
height, prepregnancy weight (using a "broken stick model" with a knot at §8kgma and
Werwatz 2005) sex of the newborn, parity (0, 1, 2, >3 children), maternal smoking during
pregnancy (0, -b, 6-10, >11 cigarettes/day), level of educatioon &chool, < high schodlp

high school +2 years), season and year of conception, and study center (Nancy, Poitiers and
Brittany). In addition to the analyses conducted on pooled data from the two cohorts, we
stratified on study center (Nancy, Poitiersitfany). We additionally tested the interaction of

sex, study center and season with each meteorological factor, as well as the interaction
between temperature and relative humidisted in tertile) The statistical significance of

the exposure was test at 5% level and the interactions were tested at a 20% level.
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Specificities for modeling each birth outcome

For birth weight, we fitted linear regression models. In addition to adjusting for the factors
listed above, we adjusted for gestational agregua linear and a quadratic term to account for

nontlinearity of fetal growth during gestatig6lama et al. 2008)

For gestational uration, we fitted linear regression models. Exposure during the whole
pregnancy and the third trimester were calculated from conception to thevek of

gestation for term births, and until delivery for preterm births.

For preterm birth, we used a Cproportional hazards model with gestational age in days as
the time axis to estimate the association between meteorological factors and preterm delivery
risk. Exposure windows were considered as {wagying variables. The whole pregnancy
and 3 trimeste were censored at 37 weeks of gestation as no preterm delivery could occur
afterwards. We hypothesized that sktertn exposures such as days and weeks preceding the
birth could trigger the delivery; days and weeks of exposure were tested in separdée mode
The model used was:
&(t) = &(t) exp " i)+ ('Ci],

where t is the gestational ag®(t) is the unspecified baseline hazard functipit) is the
matrix of timedependent exposure variables a@dis the matrix of timendependent
covariates.For shoriterm exposures (da9 to 9 and weekl to 6 before delivery), we
implemented aconstraineddistributedlag model to account for the correlation among the
exposures at different lags and help identify critical windows of susceptiluépeule et al.
2006; Schwartz 2000)

&(t) = &(t) exp " i(t) + ('Ci+ X7 012434,
where2., represented the values of temperature and relative huraiditpe lag8with 89
: + +< and8being the number of lag times for the meteorological covariates (I-90fdo

days and |=1 to 6 for week¥), indicated the magnitude of the effect of temperature and
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relative humidity. We assumed that followed a secondlegree polynomial functior@, 9
Y167 =8. Therefore0,\was the smootd estimate of the effect ekposureon lag8 and

their sum, 132 08, was the overall effect @xposureover the entire lag period.

Sensitivity analyse®n termbirth weight were conducted in order to assess whether the
results were driven by tremaller birth weight of preterm babies. Preterm babies are subject

to shorter duration of exposure to meteorological factors during the whole pregnancy and the
3 trimester we performedh sensitivity analysis excluding preterm birthsassess whether

the results were drivehy preterm births For gestational duration and pretelmth, we
repeated our analyses excluding babies born by planned caesarean section (caesarean sectio

beforelabor).

Statistical analyses were performed using the SAS (ve8s&IBEAS Institute Inc, Cary, NC)

and the R (version 3.0.1) statistical softwares.

RESULTS

Population. Among the 5,202 motherhild couples 385 were living within 40km from a
meteorological statianFifty-one percent of the offspring were male, morenthalf of the
participating mothers (59%) had a high school degree or higher, 72% were aged between 25
and 35 years, 27% reported smoking during pregnancy (Table 1). On average (xSD), birth
weight was 3,350 (£503) grams and gestational age was 40 (£23;v&33k babies (4%)

were born preterr(iTable 1)

Meteorological conditions.Among our population, 50% of women had a distance less than

10 km between her home and the station measuringnétteorologicalparameter.On
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average (xSD), mean temperature dunmigple pregnancy was 11.6jC (x2.1) and mean
relative humidity was 79.1% (x4.2) (Table 2).description of exposures according to the
study center is shown fBupplemental Materiglfable S2 and S3evels of temperature and
relative humidity were less vaible in PELAGIE than Poitiers and Nand@emperature and
relative humidity were moderately correlated over all exposure windois0.68,
Supplemental Material, TablelSS4 and Sp However, trimesters 1 and 3 of temperature
were strongly correlated §60.90) as well adaily and weekly exposure were strongly

correlated (|r|>0.70).

Meteorological conditions and birth weight. The spline regression showed no evidence of
deviation from linearity for temperature and relative humidity with respect to birgfhtve

For a 5ijC increase in mean temperature over theritester, mean birth weight was
increased by 35 grams (95% confidence interval, -G): 72), while mean birth weight
decreased by 32 grams (95% @5, 2) and 38 grams (95% CF.3,-3) for a 5jCincrease in

mean temperature during th& and 3" trimesters of pregnancy, respectively. As for relative
humidity, a 10% increase over the whole pregnancy average was associated with a lower
birth weight by 77 grams (95% Cl125, -28.5); although lesstatistically significant, the
resultsfor each of the 3 trimesters of pregnancy were consistghta negative association

with birth weight(Table 3).The results by study centare consistenith those from the

main analysisn terms of beta value®r all exposure windows (Supplemental Material,
Table S6). The association between relative humidity during the whole pregnancy and
decreased birth weight seemed stronger in Poitiers and Nancy, which experienced a higher
variability in such exposure compdr#o Brittany, which has a maritime climate with high
humidity levels. Results of sensitivity analyses restricted to term birth weight were consistent
with the main resultsalthough thgp-values slightly increase@upplemental Material, Table

S).
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Meteorological conditions and gestational durationWe observed an inverted-shaped
relationship p-value=0.01) with an inflection point around ©hetween mean temperature
during the whole pregnancy and gestational duration; above 16;C, increase in termaperatur
was statistically significantly associated with a shorter gestational duration (FigReslijts

by center showed similar patterns in Poitiers and Brittany, which have the same maritime
climate, while results in Nancy exhibited a different patternsdnmaveda significantincrease

in gestational durationassociatedwith increasedrelative humidity over trimester 2

(Supplemental Material, Table S6).

Results from the sensitivity analysescludng births from planned caesarean sectiomse
consistent wh the main analysi€Supplemental Material, TableBSand FigureS2). When
we excluded preterm births, the relationship between mean temperature during pregnancy and
gestational duration was no longer significant (Supplemental Material, T&lplewBich

suwggests that preterm births were driving this association.

Meteorological conditions and preterm birth. Our main results indicated a neimear
relationship between the mean relative humidity over theiesterand during the Bweek
preceding the bih and the risk of preterm birtlp{value=0.03 p-value = 0.02 respectively,
Figure 2); above @6, an increase in relative humidity was statistically significantly
associated with an increased risk of preterm. Temperature and relative humidity from day O
to 9 before delivery were not significantly associated with the risk of preterm birth
(Supplemental MaterigFigure S3. A)Regarding study center results, we found no evidence

of significant association betweerpreterm birth and the mediytarm exposures

(Supplemental material Table S8) and the stearh exposures (results not shown).
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In sensitivity analyses excludingirths from planned caesarean sectidhe association
betweernrelative humidity over the'8trimesterand the risk of preterm birth dicbhmaintain

No significant association was found with daily exposures (results not shown).

For all birth outcomes and exposure windows, none of the interactions tesiedstudy
center, season, and interaction between temperature and relative huwedéystatistically

significant (results not shown).

DISCUSSION

We investigated simultaneously the association of temperature and relative humidity, with
birth weight, gestational duration and preterm birth in two French motfier cohorts
including 5185 births between 2001 and 200he high spatidemporal density of the
M2Zo-France monitoring network during the study period provided us with a range of short
to longterm exposure windows, which combined to methods accounting for the temporal
correldgion of such data, allowed us to disentangle the effect of each exposure window.
Increased mean temperature over the third trimester of pregnancy was statistically
significantly associated with a lower birth weight. We observed a decreasing pattern in the
association between birth weight and relative humidity for all trimesters of pregnancy, which
was confirmed by a statistically significant association when exposure over the whole
pregnancy was consideretNon-linear relationships were observed with a istaglly
significant decrease in gestational duration when temperature during pregnancy was above
16;iC. Non-linear relationships were observed with a statistically significant higher risk of
preterm birth when relative humidity was above 90% during thevdek before birth. No

evidence of association of either temperature or relative humidity during days preceding
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delivery and preterm birth risk was observéth evidence of heterogeneous associations

according to the sex of the baby, the study centdrenoséason of conception was found.

No study haseportedthe influence of humidity on birth weight and very few have focused

on ambient temperature (reviewed ®irand et al. 2011Kloog et al. 201% In Turkey, an
increased temperature (daily mean range: ®;i€) during the second trimester was
associated with a higher birth weigliElter et al. 2004) In Scotland, an increased
temperature (weekly mean range abddt; 12 iC) in the T trimester was associated with a
lower birth weight, while the association was opposite for tRerignester(Lawlor et al.

2005) In that study, mean temperature exposure was available for the miditg < 6f each
trimester and the correlation between temperaturé and 3 trimester was 0.8. In contrast

with these findings, we observed (daily mean radg&0;C) a positive linear association of

birth weight with the mean temperature during thetrdmester and a negative linear
association with the mean temperature during fHeatd 3 trimester; A 5;C increase in
temperature during the second or third trimester was associated with a lower birth weight by
32 and 38 grams, respectivelyeschenes et al2009)in the U.S. (daily mean range greater
than -4; 30iC) showed similar results on 37 million singleton births from 199&8. In
Massachusetts).S. (range of men dailytemperaturel2; 35 jC),Kloog et al. (2015Jound

that a 8.6jC increase in temperature over tHerBnester was associated with lower birth
weight by 16.7 grams. These somewhat heterogeneous results between studies may arise
from the different geographic regions where the studies were conducted. Pregnant women
acclimatization to temperature changes may depend on the climate they are used to, which
might explain differences between geographical regions in the association between
temperature and health. The lack of homogeneity in the literature can also be due to
differences in the study design, available data and statistical methods. As sugg&itaddy

et al.(2011)in their review we considered a ndmear relationship between birth weight and
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temperature, we included impant potential confounders such as humidity and maternal
smoking, which is usually not accounted for in studies based on registry adatave
accounted for the correlation of exposure windows throughout the pregnancy, which, to our
knowledge, has not beeconsidered so farRegarding relative humidity, we found a
significant association during whole pregnancy with decrease in birth wéMign we
conducted the analysis by study center, we also found significant negative association

between humidity and tith weight for the 3 centers.

Most of studies on the effects of temperature on preterm birth risk focused oitestmort
exposures before delivery (reviewedBgitran et al. 2014; Strand et al. 201These studies

have mainly reported an increase of preterm birth risk with higher temperAtwase
crossover study in California (weekly mean range34{C) fourd a 8.6% increased risk of
preterm birth every 5.6jC increase in apparent temperature averaged over 6 days before
delivery (Basu et al. 2010)in Australia (monthly mean range-25;C), Strand et al. (2012)
examined the possible effect of temperature over thevieek before delivery and reported

that mean temperatures above 21;C increased the preterm birth risk. In Rome (dafgpmin
range-5; 40), Schifano et al. (2013pund that exposure to elevated temperatures during the
last 3 days before delivery was associated with an inade&deof preterm birth during the

warm season. Our results showed an increased risk of preterm birth associated with a higher
relative humidity during the"4week before birth, but did not show any skerm effect of
temperature. Two large studies waimilar temperature range to ours, conducted in London,

UK and two German states, did not find any association between preterm birth risk and
temperature estimated at birth, the week and month before birth and the first trimester of
pregnancy(Lee et al. 2008; Wolf and Armstrong 201ZRelative humidity has been
addressed in very few studi@ide et al. 2015; Strand et al. 201#)d its specific effect has

not been reportedSome studies have looked at apparent temperatun@ex combining
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temperature and relative humidit{Basu et al. 2010; Dadvand et al. 20bt)other index
incorporating humidityKent et al. 2013)but they do not allow to disentayle the effect of

eachmeteorological factor

Since there is no strong a priori regarding the most biologically relevant period for effects of
temperature and relative humidity on preterm birth, we investigdtedterm exposures but

also longer-term eyosure windows. As for temperature, we observed a -lnosar
association indicating a significantly shorter gestational duration when the mean temperature
over pregnancy increased over 16 jC; the preterm birth risk was also increased in association
with the mean temperature during pregnancy but not significantly. Consistent with our
results,He et al.(2015)in China(daily mean range-35;C) reported a kshaped relationship
between preterm birth and mean temperature over pregnancy. In addition, a recent study
conducted in Massachusetts (daily mean raige35;C) usingmodels with a high spatio
temporal resolution to predict air temperature exposure, reported a shorter gestational age

with an increase in temperature over the whole pregn@iogg et al. 2015)

Physiological or biological mechanisms, that could explain the possible effects of
temper&ure and relative humidity on birth weight, are largely unclear but some hypotheses
exist. It is likely that pregnant women may be more susceptible to changes in tem@areture
humidity due to the extra physical and mental strain. Increases in fat dep@sit internal

heat production during pregnancy due to fetal growth and metabolism limit the ability of
pregnant women to mitigate heat stréSgand et al. 2011; Wells and Cole 2Q02pwever,

it is unclear how this feature leads to reduced birth weight. In addition, several studies have
suggested that in particularly sensitive people (elderly angachildren)the variations in
temperature and humidity, and in particular for high levels, influence cardiovascular function
which is already highly solicited during pregnar(&alkstein and Greene 1997; McGeehin

and Mirabelli 2001; Schwartz 2005f such an effect also exists in pregnant women, this
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stress of the cardiovascular system could then alter the mnafetadaexchanges and
ultimately slowdown the growth of the fetusln addition low levels can affect human
physiology and lead for instance to dehydration (especially in nasal cavity and upper
respiratory tract) and can also promote the spread of ampadiotants. High levels of
humidity can affect respiratory health by promoting the spread of bacteria, fungi and mites
(Barreca 2009) Therefore, there areome potential underlying pathways through which

weather conditions magffectbirth outcomes, which need to be further explored.

Onelimit of our studyincludesthe fact that we do not account for the subjects'-8pae

activity, nor the indoor levels, nor for the presence of air conditioning, or the mismatch
between indoor and outdoor exposure. A study conducted in Boston showed that the indoor
and outdoor temperatures were well correlated during the warmer monthst louiring the

cold months. A similar exposure error is expected for relative hunfiddyyen et al. 2014)

Yet, weexpectthis exposure errdo be smaller than in the Boston study as our temperatures
are lessvariable and air conditioning is not as common in F@nas it is in Boston.
Information on maternal changesf residenceduring pregnancy could not be taken into
account Finally, dthough we evaluated numerous exposure durations and periods, multiple
testing corrections were not employed. Thus, the typeotseare not control and the results

should to be considered with caution.

To our knowledge, no previous study has estimated the specific effect of exposure at each
trimester of pregnancy correcting for the apparent effect of the other trimelséeeraghod

we used allowed to estimatbe specific effect of each window more efficiently than in
modelsincluding all trimesterspecific variables withoudccounting fotheir correlationFor

shorter exposure windows, we used constrained distributed lag nmodatsount for the
correlation. Thelikelihood of giving birth increases with increasing gestational age and

pregnancies ending in preterm delivery have shorter exposure periods than longer
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pregnanciesnot accounting fothese shorter exposurasght resilts in biased results. We
addressed this issue by usinG@x model with timedependenéxposures to study the risk of
preterm birth Other strengths of our study include the fact that our study area is covered by a
large number of monitors d¥1ZtZo Frane and that the exposure misclassification was
minimized on the one hand by limiting the distance to the stations for women was less than
40km and secondly by attributing to women living within 8 km from the coast, the stations
are also within 8 km of theoast. Although the sample size may seem small compared to
others studies on this topic, the design of these cohorts allows a better precision on exposure
data as well as covariatasad information on study subjeciBhis is particularly the case for
variades such as smoking or season of conception. The prospective cohorts allow to reduce

selection bias.

CONCLUSION

In this prospectivestudy, we found evidence suggesting that maternal exposureitive
humidity during whole pregnancy angmperatureduring late pregnancy may be linearly
associated with reduced birth weight. As well, we found evidence suggesting that maternal
exposure to high relative humidity during late pregnancy may increase the risk for preterm
birth. Given serious health implicaticof these birth outcomes, and the context of global
warming, further research on the potential impact of extreme meteorological factors on
adverse birth outcomeare neededn order to take preventive measures regarding the

exposure of women pregnant toterological factors.
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Table 1. Characteristics of the study population from the French EDEN and PELAGIE
motherchild cohorts (200:2006).

Mean + SD / N (%)

Overall PELAGIE EDEN

Characteristics (n=5,185) (n=3,306) (n=1,879)
Birth weight (grams) 3,349 + 503 3,390 +493 3,272 +513
Gestational duration (weeks of amenorrhe: 40+ 2 40 £2 40 £2
Preterm birth (< 37 week}
No 4,954(96) 3,182(96) 1,772(94)
Yes 231(4) 124(4) 107(6)
Sex of offspring
Male 2,659(51) 1,673(51) 986(52)
Female 2,525(49) 1,632(49) 893(498)
Missing value 1(0) 1(0) 0(0)
Maternal age (years)
<25 771(15) 394(12) 377(20)
2529 2,031(39) 1,339(41) 692(37)
30-34 1,687(33) 1,121(34) 566(30)
%35 679(13) 435(13) 244(13)
Missing value 17 (0) 17(1) 0(0)
Maternal height (cm) 164 +6 164 +6 163 +6
Maternal prepregnancy weight (kg) 61+12 60 +12 62 +13
Maternal Education
<high school 1148(22) 616(19) 532(298)
High school 950(18) 615(18) 335(18)
%High school +2 years 3,038(59) 2,058(62) 980(52)
Missing value 49(1) 17(2) 32(2)
Maternal smoking during pregnancy
0 3,741(72) 2,347(7) 1,394(74)
1-5 cigarettes/day 645(12) 441(13) 204(1)
6-10 cigarettes/day 521(10) 339(10) 182(10)
%40 cigarettes/day 239(5) 145(5) 94 (5)
Missing value 39(1) 34(1) 5(0)
Parity
Nulliparous 2,297(44) 1,466(45) 831(44)
1 child 1,914(37) 1,224(37) 690(37)
2 children 757(15) 501(15) 256(14)
%3 children 203(4) 104(3) 99(5)
Missing value 14(0) 11(0) 3(0)
Mode of delivery
Vaginal 4,246(82) 2,670(81) 1,576(84)
Unplanned caesarean section 259(5) 92(3) 167(9)
Planned caesarean section 605(12) 472 (14) 133(7)
Missing value 75(1) 72(2) 3(0)
Season of conception
Winter 1,280 (25) 850(26) 430(23)
Spring 1,194(23) 792(24) 402(21)
Summer 1,446(28) 892(27) 554(30)
Autumn 1,265(24) 772(23) 493(26)
Year of conception
2002 717(14) 640(19) 77(4)
2003 1,972(38) 1,207(37) 765(41)
2004 1,553(34) 1,068(32 685(36)
2005 743(14) 391(12 352(19)
Center
Brittany 3,306(64)
Poitiers 923(18)
Nancy 956(18)

Abbreviation: SD = standard deviation.
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Table 2. Descriptive statistics of maternal exposure to meteorological conddimnsgy the
whole pregnancy and the three trimesters of pregnancy, in EDEN and PELAGIE (2001
2006), n=5,185.

n Mean + SD 5" percentile 95" percentile IQR

Mean temperature (jC)

Whole pregnancy 5,169 11.6+21 7.9 15.0 3.3
Trimester 1 5,169 11.7+4.9 4.8 19.6 8.6
Trimester 2 5,167 11.3+5.1 4.0 19.6 9.0
Trimester 3 5162 11.6+5.2 3.6 19.7 9.1
Mean relative humidity (%
Whole pregnancy 5,169 79.1+4.2 71.7 84.7 6.1
Trimester 1 5169 79.1+6.9 68.2 87.1 11.2
Trimester 2 5,167 79.3+6.9 68.4 87.3 12.0
Trimester 3 5,162 78.9+6.9 68.2 87.4 11.7

Abbreviation: SD = standard deviation, IQR = interquartile range
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Table 3. Adjusted association between mean temperature (jC) (for a 5iC increase) and

relative humdlity (%) (for a 10% increase) at various pregnancy exposure windows and birth
weight, gestational duration and preterm birth, in EDEN and PELAGIE {200@).

Exposure window

Birth weight (grams)

Gestational duration (weeks)

Preterm birth

Meteorological factor n=5185 n=5185 n=5185
1 (95% Cl) p-Value 1 (95% Cl) p-Value RR (95% CI) p-Value

Whole pregnancy n=5,003 n=5,003 n=5,003

Mean temperature -50.9 ¢115.1, 13.3) 0.12 NA* 1.33(0.73, 2.45) 0.35
Mean relative humidity: -76.8 ¢125.0,-28.5) <0.01: -0.06 ¢0.27, 0.15) 0.55: 1.17(0.68, 2.04) 0.57
Trimester £ n=4,996 n=4,996 n=4,996

Mean temperature 34.8 (2.6, 72.1) 0.07 . 0.09 ¢0.06, 0.25) 0.23 1 1.09 (0.62, 1.94) 0.76
Mean relative humidity:  -18.1 ¢58.4, 22.2) 0.38 . -0.06 ¢0.23, 0.11) 0.52: 1.12(0.68, 1.97) 0.65
Trimester 2 n=4,996 n=4,996 n=4,996

Mean temperature -31.8 ¢65.2, 1.7) 0.06 . -0.06 ¢0.20, 0.08) 0.38: 1.14 (0.76, 1.71) 0.53
Mean relative humidity -34.0 ¢72.4, 4.3) 0.08 . 0.08 ¢0.08, 0.24) 0.34 1 0.88(0.55, 1.42) 0.61
Trimester 8 n=4,996 n=4,996 n=4,996

Mean temperature ~ -38.1 ¢72.9,-3.2) 0.03 . -0.10 ¢0.23, 0.04) 0.17 : 1.02 (0.64, 1.63) 0.94
Mean relative humidity: -26.4 (61.6, 8.8) 0.14 : -0.12 ¢€0.26, 0.02) 0.09 NA*

& All models were adjusted for maternal

age, maternal heightpnegnaicy weight, sex
newborn, parity, maternal smoking, level of education, season and year of conception, and study
center (and gestational age for birth weight using linear and quadratic terms).
* Not applicable in the context of a ndinear relationkip (see Figure 1).

® Adjusted for exposure at other trimesters of pregnancy

84

of the



Chapitre 1l: Expositions environnementales et issues de grossesse

FIGURES

Figure 1. Estimated concentratieresponse function and 95% confidence interval between
gestational duration and mean temperature over the whole pregnancy in the d&0EN
PELAGIE mother child cohorts (202006), using penalized splines.

Figure 2. Estimated concentratieresponse function and 95% confidence intebetiveen
preterm birth and mean relative humidity (A) over the third trimester of pregnandBand
over the 4th week before delivery in the EDEN and PELAGIE mother child cohorts- (2001

2006), using penalized splines.
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Table S6.Adjusted association between mean temperature (jC) (for a 5iC increase) and
relative humidity (%) (for a 10% increase) and birth gigestational duration and preterm
birth at various pregnancy exposure windows by study center, in EDEN and PELAGIE
(2001-2006).

Table S7.Adjusted association between mean temperature (jC) (for a 5iC increase) and
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Figure S2.Estimated concentratier@sponse function and 95% confidence intebetiveen
gestational duration and mean temperature over the whole pregnancy in the EDEN and
PELAGIE mother child cohorts (20006) when excluding planned caesarean section

using penalized splines.

Figure S3. Estimated effect and 95% confidence intervals of (A) a 5iC increase in
temperature and (B) a 10% increase in relative humidity on the relative risk (RR) of preterm
birth using a Cox proportional hazard model with a seaagiee polynomial distributeldg

model adjusted focovariatesin EDEN and PELAGIE motherhild cohorts (200:2006),
n=5,185.

Figure S4.Estimated concentratier@sponse function and 95% confidence intebetiveen
gestational duration and mean humidityeo the trimester 1 in the EDEN and PELAGIE
mother child cohorts (2002006)when excluding planned caesarean sectismg penalized
splines.
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A B

Figure S1. Location of mothersO residences and location of meteorological stations
measumg ambient air temperature (A) and relative humidity (B), in the EDEN and

PELAGIE mother child cohorts (20€2006), n=5,185.
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Table S1.Pearson coefficients of correlation among temperature and relative humidity at

long-term exposure windows in the EDENARPELAGIE mothechild cohorts (200:2006),

n=5,185
Temperature Relative humidity
trimester  Trimester  Trimester trimester ~ Trimester  Trimester
Pregnancy Pregnancy
1 2 3 1 2 3
Temperature
Whole pregnancy 1 10 04 18
1% trimester 1 -.02 -.90
2" trimester 1 17
3" trimester 1
Relative humidity
Whole pregnancy -.55 .16 -.48 -.36 1 .50 .82 .48
1% trimester -.47 -.67 -41 .53 1 .18 -.34
2" trimester -.65 42 -.68 -57 1 .31
3" trimester 21 .60 .28 -.68 1

All p-values were below 5.F0
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Table S2.Descriptive statistics of maternal exposure to meteorological conditions during the whole pregnancy and each trimgstanof pre

in the EDEN and PELAGIE mothe&hild cohorts (20012006), n=5,185.

PELAGIE BBrittany EDEN BPoitiers EDEN BNancy

n Mean+SD Sth . 95th. IQR n Mean+SD Sth . 95th. IQR n Mean+SD Sth . 95th. IQR
percentile percentile percentile percentile percentile percentile

Temperature (jC)

Pregnancy 3,293 11.9+1.8 7.1 18.1 2.9 921 12.1+2.2 8.9 155 3.8 956 9.9+2.3 6.8 135 4.0
Trimester1 3,293 11.9+4.2 4.4 20.8 7.7 921 11.3%5.5 5.1 20.8 9.7 956 11.5+6.2 2.7 20.5 12.2
Trimester2 3,293 11.9+4.6 3.4 20.8 8.4 919 12.0#5.5 4.8 20.8 11.0 956  8.9+5.7 1.0 18.3 9.7
Trimester 3 3,288 11.9+4.5 35 22.0 8.2 919 13.1+5.6 4.9 20.8 11.4 956  9.2+6.2 0.8 18.7 11.8
Relative Humidity (%)
Pregnancy 3,292 79.9+4.3 69.2 89.5 6.8 921 77.3+3.9 70.5 83.4 5.4 956 78.0+3.1 73.6 83.2 4.8
Trimester1 3,292 79.9+6.1 68.0 92.5 9.7 921 78.5+8.0 66.2 91.1 13.8 956 76.6+7.7 62.2 87.7 12.7
Trimester2 3,292  79.9+6.3 67.5 92.8 104 919 76.9+8.0 65.2 90.5 13.2 956 79.4+7.1 68.2 88.2 12.6
Trimester 3 3,287 79.9+6.4 66.5 92.7 10.5 919 76.3+7.8 64.9 89.8 12.6 956 78.1+6.6 68.1 88.1 11.1

Abbreviation: SD = standard deviation, IQR = interquartile range

90



Chapitre 1l: Expositions environnementales et issues de grossesse

Table S3.Descriptive statistics of maternal exposure to meteorological conditions fortetmort

exposures during pregnancy in the EDEN and A&E motherchild cohorts (200:2006),

n=5,185.
Mean+SD 5 %" oR
percentile percentile
Mean value of temperature (jC)
Overall
Week 1 11.4+6.4 1.0 21.4 9.9
Day 0 11.3+6.8 0.2 22.2 10.0
PELAGIE BBrittany
Week 1 11.845.3 3.8 20.5 8.0
Day 0 11.7+5.7 12.9 21.3 8.0
EDENBNancy
Week 1 8.6+7.2 -1.3 20.5 12.1
Day0 8.617.6 -2.6 21.5 12.6
EDENDBPoitiers
Week 1 13.2+6.7 2.7 22.8 11.7
Day 0 13.3+7.1 1.3 24.1 11.0
Mean value of relative humidity (%)
Overall
Week 1 78.919.1 62.6 91.4 13.6
Day 0 79.1+11.1 59.0 95.0 16.0
PELAGIE BBrittany
Week 1 80.1+8.0 65.0 91.3 11.1
Day 0 80.2+10.3 84.0 95.0 14.0
EDENDBNancy
Week 1 79.2+8.9 63.7 91.3 14.1
Day 0 78.9+11.1 59.0 95.0 17.0
EDENDBPoitiers
Week 1 75.6+10.8 56.4 92.9 16.1
Day 0 76.0+12.7 54.0 96.0 19.0

Descriptive statisticef exposures during week 2 to 6 and days 1 to 9 were very close to week 1 and day 0.
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Table S4.Pearson coefficients of correlation between temperature and relatiidity at weekly

exposure windows in the EDEN and PELAGIE motbleitd cohorts (200:2006), n=5,185.

Temperature Relative Humidity

Wiw2 W3 W4 W5 W6 W1 W2 W3 W4 W5 W6
Temperature
W1 1 0.88 0.82 0.79 0.76 0.70 -0.57 -0.58 -0.60 -0.61 -0.61 -0.61
W 2 1 0.88 0.82 0.79 0.75 -0.50 -0.57 -0.57 -0.59 -0.60 -0.60
W 3 1 0.89 0.82 0.79 -0.45 -0.49 -0.56 -0.57 -0.59 -0.60
W 4 1 0.89 0.82 -0.42 -0.45 -0.49 -0.56 -0.56 -0.59
W5 1 0.89 -0.36 -0.42 -0.45 -0.49 -0.56 -0.57
W 6 1 -0.27 -0.36 -0.42 -0.45 -0.49 -0.56
Relative Humidity
Wi 1 0.73 0.66 0.67 0.64 0.54
W2 1 0.73 0.66 0.67 0.64
W3 1 0.73 0.66 0.66
W4 1 0.73 0.66
W5 1 0.73
W 6 1

All p-values were below 10 W1 to 6: exposure of the week 1 to 6 before delivery.
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Table S5.Pearson coefficients of correlation between temperature and relative humidity at daily

exposure windows the EDEN and PELAGIE motbkild cohorts (2002006), n=5,185.

Temperature Relative Humidity
DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9

Temperature

DO 1 0,9 0,89 0,85 0,83 0,81 0,79 0,78 0,77 0,76 -0,45 -0,45 -0,46 -0,45 -0,45 -0,44 -0,43 -0,42 -0,42 -0,42
D1 1 0,95 0,89 0,85 0,83 0,81 0,79 0,78 0,77 -0,42 -0,45 -0,45 -0,45 -0,45 -0,44 -0,43 -0,43 -0,42 -0,42
D2 109 0,89 0,85 0,83 0,81 0,79 0,78 -0,4 -0,42 -0,45 -0,45 -0,45 -0,45 -0,44 -0,43 -0,42 -0,42
D3 10,9 0,89 0,85 0,83 0,81 0,79 -0,40 -0,40 -0,42 -0,45 -0,44 -0,45 -0,45 -0,44 -0,43 -0,42
D4 10,9 0,89 0,85 0,83 0,81 -0,39 -0,40 -0,40 -0,42 -0,45 -0,44 -0,45 -0,44 -0,44 -0,43
D5 1 0,9 0,89 0,85 0,83 -0,39 -0,39 -0,40 -0,40 -0,42 -0,44 -0,44 -0,45 -0,44 -0,44
D6 109 0,89 0,8 -0,38 -0,39 -0,39 -0,40 -0,40 -0,42 -0,44 -0,44 -0,45 -0,44
D7 109 089 -0,38 -0,38 -0,39 -0,39 -0,40 -0,40 -0,41 -0,44 -0,44 -0,45
D8 109 -0,38 -0,38 -0,38 -0,38 -0,39 -0,40 -0,40 -0,41 -0,44 -0,44
D9 1 -0,38 -0,38 -0,38 -0,38 -0,38 -0,39 -0,39 -0,40 -0,41 -0,44
Relative Humidity

DO 1 0,74 057 052 0,48 0,46 0,44 0,44 0,44 0,44
D1 1 0,74 0,58 0,52 0,48 0,46 0,45 0,44 0,44
D2 1 0,74 058 0,52 0,49 0,46 0,45 0,44
D3 1 0,74 0,58 0,52 0,48 0,46 045
D4 1 0,74 058 0,52 0,48 0,46
D5 1 0,74 0,57 0,52 0,48
D6 1 0,74 057 0,52
D7 1 0,74 057
D8 1 0,74
D9 1

All p-values were below 10 DO to 9: exposure of the day 0 to 9 before delivery.
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Table S6.Adjusted association between mean temperature (jC) (for a 5{C increase) and relative
humidity (%) (for a 10% increase) and birth weight, géestal duration and preterm birth at

various pregnancy exposure windows by study center, in EDEN and PELAGIEZQO06L

EDEN PELAGIE

Poitiers (n=923) Nancy (n=956) Bretagne (n=3,306)

Exmstfgr;‘l’;”g‘?gg tactor | | (95% CI)  p-Value ! ! (95% CI) p-Value ! ! (95% CI) p-Value !
Whole pregnancy
Mean temperaturé -72.4 (211.7, 66.9) 0.31% -114.9 (258.1, 28.2) 0.12 1 -10.2 ¢99.5, 79.0) 0.82

Mean relative humidity, -135.5 ¢271.1, 0.1) 0.05 -187.9 ¢342.7,-33.1) 0.02} -57.5 ¢116.5 1.5) 0.06
Trimester ¥
Mean temperatur¢ 46.4 ¢55.7, 148.4) 0.37! 48.1 (44.8, 141) 0.31 53.7 (5.4, 101.9) 0.03 |

Mean relative humldlty -41.4 (136.8, 54.1) 0.40! -18.6 ¢129.8,92.7) 0.74' 2.6 (56.3,51.2) 0.92!
Trimester 2
Mean temperature -38.1 ¢119.3, 43.1) 0.36: -83.2¢171.9, 5.5) 0.07 | -13.5 ¢(58.4, 31.4) 0.56 !

Mean relative humidity; -28.8 ¢120.5, 62.9) 0.54 ! -156.2 (279.4,-33.0) 0.01! -39.6 ¢90.5, 11.4) 0.13 !
Trimester 3 ;
Mean temperaturé -50.6 (146.6, 45.4) 0.30 ! -53.8(143.5, 35.8) 0.24 1 -53.8 (99.2,-8.3) 0.02

Mean relative humidity, -75.2 ¢169.1, 18.8) 012 -8.6(124.1,106.9) 0.88 | -24.8 ¢72.6, 23.0) 0.31;
Exmstfgr;‘l’;”g‘?gg factor | | (95%Cl) p-Value | | (95%CI) p-Value | | (95%Cl) p-Value |
Whole pregnancy
Mean temperatur¢ -0.31 ¢0.92, 0.30) 0.32!  0.18 ¢0.42,0.77) 0.56 | -0.11 ¢0.50, 0.23) 0.52 !

Mean relative humidity. -0.40 ¢1.02, 0.22) 0.21!  0.25(0.43,0.93) 0.47 | -0.08 ¢0.32, 0.16) 0.51'!
Trimester ¥
Mean temperature -0.03 (0.48, 0.42) 0.90:  0.37 (0.05, 0.80) 0.08: 0.09 ¢0.10, 0.29) 0.34 !

Mean relative humldlty -0.21 ¢0.64, 0.22) 0.34 ! 0.66 (0.15,1.16)  0.01: -0.20 (0.42, 0.02) 0.08 !
Trimester 2 .
Mean temperature -0.09 ¢0.44, 0.27) 0.62!  0.32¢0.07,0.72) 0.10 ! -0.12 ¢0.30, 0.06) 0.18'!

Mean relative humldlty 0.01 ¢0.41, 0.42) 0.98 ! 0.31 (0.25, 0.87) 0.27 ! 0.08 ¢0.13, 0.29) 0.44 !
Trimester 3 |
Mean temperaturé -0.01 ¢0.39, 0.40) 0.98!  0.21¢0.59, 0.16) 0.27 ! -0.14(-0.31, 0.04) 0.13 !

Mean relative humidity; -0.16 ¢0.55, 0.24) 0.43: -0.08 €0.59, 0.44) 0.77 | -0.13 ¢0.31, 0.04) 0.14 !
Exmst‘ggrc‘;‘l’;”g‘?g;‘l’ tactor | RR (95% CI) p-Value | RR (95%Cl) p-Value |  RR(95%Cl) p-Value |
Whole pegnancy : : : :
Mean temperature ~ 2.44 (0.76,7.80)  0.13 0.90 (0.25,3.27) 0.88! 1.25(0.49,3.16)  0.64!

Mean relative humidity ~ 1.60 (0.42, 6.14)  0.49: 0.60(0.11,3.37) 056! 1.43(0.71,2.88) 0.32:
Trimester ?
Mean temperaturé ~ 2.39 (0.71, 86) 0.16 ! 0.45(0.11,1.78)  0.25 5 0.95(0.42,2.13)  0.90 !

Mean relative humldlty 1.65(0.63,4.32)  0.31: 0.43(0.12,1.58)  0.20: 1.15(0.55,2.38)  0.71
Trimester 2 ! ! ! !
Mean temperaturé  0.94 (0.38, 2.31) 0.89 0.90 (0.37, 2.20) 0.81: 1.22(0.66, 2.25) 0.53

Mean relative humrdrty 0.69(0.24,1.93)  0.47! 0.66(0.15,2.88)  0.58: 0.91(0.46,1.81)  0.79:
Trimester 3 . ! ! !
Mean temperature ~ 1.51 (0.58, 3.88) 0.40 ! 0.62 (0.26, 1.71) 0.36 0.90 (0.44, 1.83) 0.77 !

Mean relative humidityl  1.12 (0.49,2.55)  0.79 ! 1.21(0.37, 3.92) 0.75! 1.45(0.81,2.58)  0.21:

& All models were adjusted for maternal age, maternal heighipnegnancy weight, sex of the newborn, parity, maternal smoking,
level of education, season and year of conception, and study center (and gestgédoalbirth weight using linear and quadratic

terms). ® Adjusted for exposure at other trimesters of pregnincy
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Table S7.Adjusted association between mean temperature (jC) (for a 5{C increase) and relative
humidity (%) (for a 10% increase), and birtleight and gestational duration at various pregnancy
exposure windows when excluding preterm delivery, in the EDEN and PELAGIE mother child

cohorts (20042006), n=5,185.

Exposure window Birth weight (grams) Gestationalduration (weeks)
Meteorological factor n=4954 n=4954
I (95% CI) p-Value I (95% CI) p-Value
Whole pregnancy n=4,784 n=4,784
Mean temperature -38.37 ¢106.29, 29.56) 0.27 -0.03 €0.23, 0.17) 0.77
Mean relative humidity -69.37 €118.92,-19.82) <0.01 0.01¢0.15, 0.17) 0.90
Trimester % n=4,784 n=4,784
Mean temperature 34.2 €3.8,72.1) 0.08 0.06 €0.07, 0.19) 0.35
Mean relative humidity, -20.8 (61.8, 20.2) 0.32 -0.07 €0.2, 0.07) 0.30
Trimester 2 n=4,784 n=4,784
Mean temperature -29.4 (63.6, 4.8) 0.09 -0.03 ¢0.14, 0.08) 0.59
Mean elative humidity -29.0 ¢68.2, 10.2) 0.15 0.09 €0.05, 0.22) 0.20
Trimester 3 n=4,784 n=4,784
Mean temperature -35.7 ¢71.3, 0.01) 0.05 -0.07 €0.18, 0.05) 0.25
Mean relative humidity, -24.1 (60.4, 12.1) 0.19 -0,05 ¢0.16, 0.06) 0.39

®All models were adjusted for maternal age, maternal heightppegnancy weight, sex of the newborn,
parity, maternal smoking, level of education, season and year of conception, and center (and gestational ¢
for birth weight using linear and quadratic terms).
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Table S8.Adjusted association between mean temperature (jC) (for a 5;{C increase) and relative
humidity (%) (for a 10% increase), and gestational duration and preterm birth at various pregnanc

exposure windows when excluding planned caesarean sectitie, HDEN and PELAGIE mother

child cohorts (200:2006), n=5,185.

Exposure window Gestational duration (weeks) Preterm birth
Meteorological factor n=4580 n=4580
1 (95% CI) p-Value RR (95% CI) p-Value
Whole pregnancy n=4,423 n=4,423
Mean temperature NA* 1.28 (0.61, 2.73) 0.51
Mean relative humidity -0.05 €0.24, 0.15) 0.66 1.13 (0.57 2.22) 0.72
Trimester ¥ n=4,421 n=4,421
Mean temperature 0.03 ¢€0.13, 0.18) 0.73 1.25 (0.63, 2.47) 0.53
Mean relative humidity NA* 1.36 (0.75, 2.45) 0.31
Trimester 2 n=4,421 n=4,421
Mean temperature -0.05 ¢€0.19, 0.08) 0.43 1.16 (0.72, 1.87) 0.54
Mean relative humidity 0.12 ¢0.03, 0.28) 0.13 0.79 (0.45, 1.37) 0.40
Trimester 3 n=4,421 n=4,421
Mean temperature -0.04 ¢€0.18, 0.09) 0.56 1.00 (0., 1.77) 0.99
Mean relative humidity -0.06 €0.20, 0.08) 0.38 1.11 (0.69, 1.78) 0.64

®All models were adjusted for maternal age, maternal heightpnegnancy weight, sex of the newborn,

parity, maternal smoking, level of education, season and yeanoéption, and study center.

*Not applicable in the context of a ndinear relationship.
® Adjusted for exposure at other trimesters of pregnancy
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Figure S2.Estimated concentratier@sponse function and 95% confidence intebetiveen
gestational dration and mean temperature over the whole pregnancy in the EDEN and
PELAGIE mother child cohorts (20006) when excluding planned caesarean section

using penalized splines.
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A)

B)

Figure S3. Estimated effect and 95% confidence intervals of (Abi& increase in
temperature and (B) a 10% increase in relative humidity on the relative risk (RR) of preterm
birth using a Cox proportional hazard model with a seasgtee polynomial distributddg

model adjusted focovariatesin EDEN and PELAGIE mothr-child cohorts (200:2006),

n=5,185.
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Figure S4.Estimated concentratier@sponse function and 95% confidence intebetiveen
gestational duration and mean humidity over the trimester 1 in the EDEN and PELAGIE
mother child cohorts (2002006)when exaliding planned caesarean sectiosing penalized

splines.
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CHAPITREI Il :

EXPOSITIONS ENVIRONNEMENTALES ET MfTHYLATION DE LOADN
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Ce chapitre, dont IQobjectif Ztait dOZtudier le potentiel r'™le de la mZthylation de IOADN
placentaire comm potentiel biomarqueur aux expositions environnementales, se divise en
deux sougparties. La premisre partie prZsente les travapmrtant sur les effetsles
expositions prZnatales ~ la pollution de IQair et aux conditions mZtZorologiques sur la
mZthylatim de IOADN. Ces travaux sont basZs sur une approche agnostignel@objet

dOun deuxisme artickn cours de prZparation pour une soumission au journal Environnent
International pour lequel jOai rZalisZ le datemnagement, les analyses statistiquesaet
rZdaction du papierLa deuxismepartie porte sur la meme problZmatiquenais se bassur

une approch@riginale avec apriori basZe sur des connaissances biologigatsera quant

" elle prZsent& sous forme classiqué&es analyses ont portZ uniquemsor la cohorte

EDEN pour laquelle les donnZes de mZthylation Ztaient disponibles.
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Partie A

Approche agnostique
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Chapitre 1l : Partie A- Approche agnostique

1. RZsumZ Article 2: Impact of pregnancy exposure to atmospheric

pollution and meteorological conditions on placental DNA metylation:

an epigenomewide associatiornstudy.

1.1lIntroduction

Si des Ztudes ont montrZ une aig®mn entre la pollution de d® les conditions
mZtZorologiques et diffZrentes issues de grossesse dZfavorables, les mZcanismes biologique
qui pourraient expljuer ces associations sont encore peu connus. Les marques ZpigZnZtiques,
telles que la mZthylation de ADN, seraientsusceptibles de porter la mZmoire des
expositions environnementales prZcoces de la vie et d'stre @ssbdi&s problemes de santZ

" plus ou moins long termeAu sein de la cohorte EDEN, n® avons explorZ sigkposition

aux polluants (P et NOy) et aux conditions mZtZorologiques (tempZrature et humiditZ
relative) pendant la grossesse Ztait associZe ~ dd#ications de mZthylation d€ADN

dans le placentaotamment IGide d'une ZtudelOZchelle dgZnome entier.

1.2MZthodes

Des Zchantillons de placenta centraux ont ZtZ collectZs "~ I0accougmmés0l femmes

de la cohorte EDENNous avons restreint nos analyses aux 668 femmeslgsmuels les
donnZes sur IQexposition " la pollution de 10air Ztaient disponibhegthylation de KDN

a ZtZ analysZe en utilisant la puce lllumina 450K. Les expositions maternelles aux polluants
(estims " 10aide d® mod-le de dispersion) et auxnmitionsmZtZorologiquegbtentes

partir de laPubliteque de MZtZo Francepnt ZtZ moyennZes surffdientes fenetres
d@xposition : jour 1 ~ 3 prZcZdani@ccouchementla semaine et le moigrZcZdant
IGccouchenpuis chaque trimestre de grossessk gfrossesse entisrélous avons regardZ
IOassociation entre ces expositions environnementales et la mafthylztiale (les ZIZments

rZpZt& Alu et LINE1 et la mZthode GAMBYDune papuisla mZthylation de chacun des 426
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049 sites CpGs mesurZs paplace lllumina. Pour cela, des modsles de rZgression linZaire
robustes, ajustZs sur les potentiels facteurs de confusion et sur les facteurs techniques
(groupe, plaque et puce), ont ZtZ mis en place. Enfin, la multiplicitZ des tests a ZtZ corrigZe "
|Oaidede la mZthode de correction de Benjartlochberg de la famille de FDR (False

Discovery Rate).

1.3/RZsultats

Les concentrations moyennes de N€& PM, pendant lagrossesse26e75e percentile)
Ztaient de 20.0 (1523.7) and 19.0 (12-94.8)! g/m3 respectiveent. Les nieaux moyens
de tempZrature et li@niditZ relative pendant la grossesse {25e percentile) Ztaient de
10.9 (9.6012.9) iC and 77.1 (74-99.5) % respectivement. Auce association significative
n@ ZtZ obeyvZe entre la mZthylation deADIN et les conditions mZtZorologiquespres
|Oapplication de la correction FDR de tests multip@sposition aux P et de NQ au
cours du premier trimestre de la grossesse a ZtZ assagilus faible mZthylation de
IGADN " un site CpG situZ dans t®mps dugene ADARB2(chromosome 10t I@xposition
au NQ au cours du deuxisme trimestre a ZtZ associieplus faible mZthylation deAON

" un site CpG situZ dans ¢erps dugene ADORA2B(chromosome 17)

1.41Discussion

E notre connaissance, notre Ztudel@premisre ~ Ztudier@ssociation entre mZthilen de
IGADN dans le tissu placentaire eexfosition prZnatale et les expositions prZnatales aux
polluants et aux conditions mZtZorologiquass utilisant des donnZes dégi@Znome entier.
Nos rZsultat sugerent unediminution de mZthylatiosur certains genesn association avec
IG@xposition aux polluants atmosphZriques en dZbut de grosSess&sultats coencident en
termes de fenstre dOexposition avec les deux prZcZdentes Ztudes sur les Etpatition

aux polluants de la mere pendant la grossesskasuZthylation de IOADNa premisre Ztude
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reportantune mZthylation globale plus faible dans le placenta en association avec une
exposition aux PMs pendant le trimestre 1 et la deuxisme @gpnt une mZthylation plus
faible pour LINE1 dans le sang de IQenfant en association avec une exposiidi @O,
pendant le trimestre 1. Le premier trimestre de grossasgeait donc etre une fenew
particulisrement sensible "~ é®position des gluants atmosphifues sur la mZthylation de

IGADN placentaire.
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ABSTRACT

Background: Epigenetiamarks such as DNA methylation, miagar the memory of early life
environmentalexposuresbut the evidence is limited in humaWe invesigated whether
atmospheric pollutants, temperature and humidity dupregnancywere associated with
altered placentaDNA methylation. Methods: In 668 pacentasamplesfrom the EDEN
motherchild cohort genomewide DNA methylation wasanalyzedusing thelllumina450K
BeadChip Ambient nitrogen dioxide(NO,) and particulate matterRM;g) concentrations
from a dispersion model as well asmperature and relative huntidifrom the closest
monitorwere estimatedt the home addressd averaged over variousme windows during
pregnancy We used robust linear regression models adjustedeferant covariateand
technical effectdo study the association betweenvironmental pregnancy exposuiasd
each CpG methylation leveaP-values were corrected for falsliscovery rat&esults PMyg
and NQ averageduring pregnancywere (25"-75" percentile) 20.0 (15-23.7) and 19.0
(12.924.8)! g/m’ respectively. Temperature and relative humidigrageduring pregnancy
were (25"-75" percentile) 10.9 (9:402.9) iC and 77.1 (7499.5) % respectively No
significant association of DNA methylation wimind with weather condition&xposure to
PMp and NQ during the first trimester of pregnancy was associated with lower DNA
methylation at one CpG site located ADARB2 and exposure to NOduring the second
trimester was associated with lower DNA methylationaabther CpG site located in
ADORAZ2B This gene codes for adenosine receptor A2B, which has a role in placental
development and possibly in the pathophysiolagfy preeclampsia.Conclusions: Our
findings suggesta lower level of methylationron ADARB2 and ADORAZB genesin
association with exposure to air pollutants in early pregnareyur knowledge, this is the
first study to investigate the association betwaiempollution and placent®NA methylation

using epigenomvide datan humans
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INTRODUCTION

Epidemiological studies have reported that exposure to air pollution during pregsancy
associated with adverse birth outcorfe=n den Hooven et al. 20r2viewed e.g. byhah et

al. 2011, Stieb et al. 2012Yore recently, othestudies have reportesimilar adversesffects

of high+ or low-ambient temperatures during pregnarthgse beingxtreme or nofStrand et

al. 2012 reviewede.g.by Beltran et al. 2014; Strand et al. 201Aylverse birth outcomes,
including preterm birth and lower birth weight, are associated mgher morbidity and

mortality on theshort and long terrfKramer 2003)

Epigeneticmarks control gene expression, and epigenetic modificasibbsth couldreflect
early life environmental exposuregheyarethuslikely to bear the memory aheseearly life
exposires and to be associated with health in the short and long (Ealey et al. 2009;
Koukoura et al. 2012; Waterland and Michels 200Jhe of he beststudied epigenetic
marksis DNA methylation which refers tthe addition ofa methyl group on cytosine bases

(Bollati and Baccarelli 2010; Hou et al. 2012; Jirtle and Skinner 2007)

Previous studies in elderlgave reported changes in glob8INA methylation levels and
genespecificmethylationpatterndgn association with exposure to air polluti@accarelli et
al. 2009; Bind eal. 2014a; Madrigano et al. 2014nd to temperature and relative humidity
(Bind et al 2014b) In a crosever trial, Bellavia et al.(2013)found thatshortexposure to
particulate matter inducealglobal (repetitiveelement:Alu) and gene specificTLR4 DNA
hypomethylation in adult bloodf nonsmokes. A recentgenomewide analysis in adult
blood has identified sever@lpG (cytosindphosphatBguaning sites, in or close tiNSMAFR
Clorf212 MSGN1 NXN, associated with particulate matter concentratitemni et al. 2016)
The literature on the potential effect of air pollutiand temperature on changes in DNA

methylation patterngn newborns or children has receivbtile attentionso far A study
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analyzingbuccal sampke from childrenreported methylation changes in three nitric oxide
synthase genes in association with exposure to particulate r(itezon et al.2012) A
recent metanalysis investigated the association between maternaledasure during
pregnancy and epigenommade DNA methylation in cord blood and identified epigeneme
wide significant associations for 3 CpG sites in mitochondiliated gene LONPJ

HIBADH andSLC25A28 (Gruzieva et al. 2016)

In the context of pregnancgutcomesthe placenta represents a relevant tissue for isigidy
the DNA methylation patterns. Indeed, throughoutiterodevelgpment, the placenta plays a
key role in controlling growth and development, but it is also the place of matetaal
exchanges(Koukoura et al. 2012) This shortlived tissue may finally reflects the
accumulated exposition of the mother during the pregnancy, and thus the exposition of the
newborn since its conceptio@nly one study hainvestigated the effect of air pollution
during pregancy on global placental DNA methylation leveland reporteda lower
methylationassociadd with exposure to particulate air pollution in early pregnasieg over
the whole pregnancfdanssen et al. 2013jowever, b our knowledge, no studyasto date
investigated the relationship between exposure meteorological conditionsduring
pregnancy andanethylationpatterns(either epigenomewide or gene specificin placental

tissue.

Within the EDEN mothechild cohort, we investigated whethambient concentrations of
atmospheric pollutantspérticulate matter with aerodynamic diameterlO pm (PMy),
nitrogen dioxide (N@) andanbient levels of temperature and relative humidity averaged
over different exposerwindows throughout the pregnanegre associated with changes in

placental DNA methylation using @pigenomewnide association study (EWAS).

114



Chapitre Ill: Partie A- Approche agnostique

MATERIAL AND METHODS

Study population

The EDEN mothechild cohort aimatassessg prenataland postnatal det@inants of child
growth, development, and healtBetween 2003 and 200&002 pegnant women were
recruited in two French university hospitals (Nancy and Poitiers) before 24 weeks of
gegsation. Exclusion criteria werenultiple pregnancies, pigregnancy thbetes,French
illiteracy, and planned move outside the region in the following 3 y@&aesdetailed study

protocolwas published itHeude et al(2015)

Using a standardized procedupcenta samples were collected at deliiery1301women,
by the midwife orthe technician of tk study. The placenta was mopped, and samples of
around5mm x 5mm were carried out ihe center of the placenta, on the fetal side. The
placenta samptewere immediately frozen a80;jC and stored inhe biobanksof the study.
Among the 806 women for whotata on exposure to air pollution during pregnancy were

available, weestricted ourtsidy to 668 womemnandomly selected.

The EDEN cohort received approval from the ethics committee (CCPBREByemlin
Bicstre and from the French data privacy institutionrCCommission Nationale de
IOInformatique et des Libe®{NIL). Written consent washtained fromthe mother for

herself and for the offspring at birth.
Placental DNA methylationassessment

The DNA methylation analysis was performed by The Centre National de GZnotypage (CNG
Evry, Francg The DNA samples were plated onto plates withv@8l or 48-well. In total,
nine plates including 64 chips were used. These plates were analyzed ine4 Hdtelratic

for sex(boy/girl) andrecruitment centerRoitiers/Nancy were balanced for each chip. We
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have replicated several samples to assesshethéte batch, the plate, and the chip had an
effect on the estimated level of methylation. No significant differences in methylation levels
were detected between the centers of Nancy and Poitiers or by group, plate and chip (Student
test). The llluminaOdnfinium HumanMethylation450 BeadChipepresenting ove#85.000
individual CpG site was used to assess levels of methylation in placenta samples following
the manufacturerOs instructions (lllumina, San Diego, CA, UBA) signals of 450K
BeadChips werextracted using the GenomeStudanftware (v2011.1, lllumina). The DNA
methylation level of each CpG was calculated as the ratio of the intensity of fluorescent
signals of the methylated alleleser the sum ofmethylated and unmethylated allelés (
value).All samples passed initial quality control and had on average more than 98 % of valid
data points (detectionyalue <0.01)A refined version of th&ubset Quantile Normalization
(SQN) pipeline (Touleimat and Tost 2012hcluding a revised amtation file (Price et al.

2013) was used for data processing, correction and normalization. Intensity values were
corrected for potential biases in fluorescent dye intensity and background correctedausing th
lumi R package(Du et al. 2008)as implementa in the SQN pipelineProbes potentially
influenced by SNPs underlying the entire sequence of the probe (+1 or + 2 bases depending
on the Infinium probe type) that are present in the EUR population of the 1000 Genome
project (http://www.1000genomes.oy@t a frequency of more than 5% were removed from
the analysisProbes previously reported toap toseveral genomic regions were removed
(Chen et al. 2013)The SQN pipeline uses théntensity signals of highquality (i.e. low
detection pvalue) Infinium | probesas OanchorsO to estimate a reference distribution of
guantiles for probes in a biologically similar context based on the annotatighdu&imat

and Tost 2012)This referencevas then used to estimate a target distribution of quantiles for
Infll probes as a means poovide an accuratenormalizationof Infl/Infll probesandcorrect

for the shift between the two types of Infinium prob&QN is performed for each individual

116



Chapitre Ill: Partie A- Approche agnostique

separately. A principal component analysis as wel berarchical clustemng were applied
andshowed nooverall difference in the methylation patteaossparticipants samplesnd
control samples so thata quantile normalization was performed for between sample
normalization. After quality control and normalization steps264049 CpG sites were
available for statistical analyseslethylation beta values ranged from O toBkta values

were used in all subsequent analyses.

Global methylationwas also evaluateloly measuring methylation of repetitive Alu elements
(Alu) and lom interspersed nucleotide elementsLINE-1) using a previously published

pyrosequencing methylation asgaiang et al. 2004)

Environmental exposuresassessment

For atmospheric pollution, NO, and PMo hourly concentrations were modeled the
women's home addresses using the g@Gasissian Atmospheric Dispersion Modeling
System (ADMS) Urban 3.1 (Cambridge Environmental Research Consultantbyi@gem
United Kingdom) (Sellier et al. 2014) This model was implemented with the same

methodology for both cities of Poitieasid Nancy.

For meteorological exposureambiert temperatureT, in jC) andrelative humidity RH, in
%) were obtained from the French national reference centeMAi¥o France These
parameters are measurddily by meteorological stations locatedrossthe entire French
territory. For each woman, tle meteorological statiomearest toher homeaddress at

recruitment was used

Because the most biologically relevant time period for the effect of air pollution and weather
conditions on methylation is not known, we considered different exposure windows

throughout pregnancy over which we averaged levels of RW, T and RH: day 1, 2 and
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3 before delivery, one week before delivery, one month before delivery, each trimester of

pregnancy and the whole pregnancy.

STATISTICAL METHODS

Global methylation analysis.

We examinedhe impact of environmental exposurestba overall methylation level over

the entire genome using two approaches:

1 DRepetitive elements analysid/e useda linear regression &tudy the association
between air pollutiormeteorologichconditions andhlu andLINE-1 methylation levels.
All analyses were adjusted for the following covariaekecteda priori: child sex, parity @,
1, $2 children, maternal age at end eflucation (18, 1920, 2122, 2324, $25 year},
season of concepin, study center (Poitiers and Nancy), maternal body mass (kgkexty
maternal age (years), maternal smoking during pregnancy (daily average number of
cigarettes) and gestational duration (weeks). We additionally adjusted for technicald&ctors

the nmethylation measurements: batch, plate and chip.

We tested (1) the simultaneous effect of weattwrditions- temperature and humidity
(using restricted cubicsplines (Harrell FE 2001)pn Alu and LINE-1, adjusting for
covariates; (2) the association lwitach aipollutant (as a continuous variapleith the same
considered exposure windowedjusting for weather conditions (temperature and humidity,

with restricted cubic spline effects) and for covariates.

2 b Global analysis of methylation profiles (@P). We additionally conducted a
global analysis of DNA methylation data. This method, describedhao et al.(2015)
allows to test whether exposure changes the overall profile or distribofio€@pG

measurement®r a given subjednstead of examining the effect of individual CpGs. Briefly,
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each individual's methylation profile ¢haracterizedy approximating the density function

or the cumulative distribution function (CDF) of the methylatdistribution using Bplines
basis functions. The -Bpline coefficients are used to represent each individual overall
methylation distributionA variance component score tegshich naturally accommodates the
correlation betwee-spline coefficientswas computed and we tested afssociatiorwith

the continuous exposyreesulting in aingle pvaluebeinggenerated.

Genomewide placental methylationanalysis.

Epigenome wide association stesl (EWAS)were performedo testthe association between
air pollution, weather conditions argite-specific genomavide methylationlevels In this
method, a robust linear regression model, whadtouns for potential outliers and

heterosedasticity in the datgFox and Weisberg 2011was fitted for each CpG site.

Multiple testing was accounted for by applying a Benjamini and Hoghbalse Discovery
Rate (FDR) correction to thev@alues that were obtaind@enjamini and Hochberg 1995)
This correction is predominantly used in EW8aiSce CpG sitem close proximityarelikely

to belinked. Bonferronithreshold thresholdat 1.2x10") was also tested for a comparison

although this method assumes independence between all CpG sites

We used the same approach described for repestemmentsanalysisby testing (1)the
simultaneous effect of weather conditiotenfperature and humidjtyand (2) the effect with
each airpollutant (as a continuous variableith the same considered exposure wingows
adjusting for weather conditions (tperature and humidity). For each exposure windows, we

used the following models:

(1)'¥®™ () "# ™.101/23452/ ) "+ ;"8500:94;¢8) " Z>5) "2,

(@¥s&™ () ™ "ABCC543DA4 ;™-./01/23452/ ) "+ -8509:94:) " Z>5) "2,
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Where Y, is the methylation measurement for the given CpGfor subject i,
F+G,~HIJKILMNOL}Gis a restricted cubicspline (Harrell FE 2001)for temperature,
F+G"-QOJRSRMIs a resticted cubic spline for humidityHs the set of covariates aivds

the random error.

The statistical significance ahe exposure was tested at 5% lewdll. analyses were

performed using statistical software R, Version 3.0.1.

RESULTS

Descriptive statistics

Table 1summarizes the characteristics of ghedy populationOn average, the participating
mothers were?29 yearsold, with a pre-pregnancyBMI of 22.9 kg/m% About half of the
newborns (52%) were male. The average (xSD) gestationalatuvadis 40 (x2) weeksnd
32 pregnancieg5%) had a duration between 28 and @éstationalweeks Median air
pollution and meteorologicavhole pregnancylevels variedby season of conception (p&°)

andstudy center (pt0°).

Figure 1 displayshie distrbution ofthe environmental exposure levedseragedver several
exposurewindows As expected, the longer the exposure window, the less variable the
exposuresPM;o and NQ werestrongly and positivelgorrelatedacross exposure windows
(correlation rangd from 0.74 td@.84) Temperature and relative humidity were strongly and
negatively correlated by exposure windows (correlation ranged-figra to-0.81). NQ was
moderately correlated with temperature and relative humidity (|r|=0.15 to 0.60) apd/d&&V
weakly correlated with temperature and relative humidity (|r|]=0.002 t9, (R¥fpplemental

Material, TableS]).
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The distribution of average methylation levels by CpG site was bimodal, with a peak around
0.025 and another around 0.925 (Figure 2). hygibylatedandhypemethylated CpG sites
had a weak variability while a higher variability in methylation levels was observed for

moderatyy methylated CpGites (Supplemental Material, Figur&)S

Exposures and global DNA methylation

We foundno statisti@lly significant associationof environmental exposures with bothAdti
and LINE-1 methylation levels, nor withthe overall profile or distribution of CpG

measurements across individugissalue$0.17, Table 2)

Meteorological conditions and genomavide placental methylation

We tested in the same model the effect of temperature and relative huomdtpG sites
adjusted foknown covariatesThe EWAS revealed no significant association after correcting
for multiple testing for any exposuré@ndows whether with FDRor Bonferroni(results not

shown).

Atmospheric pollutants and genomewide placental methylation

We independentlytested theeffect ofeach air pollutant adjusted for weather conditions and
for known covariates Using FDR correction, & identifed one CpG methylation site
(cg1388515@® ADARB2geneb Chromosome.0) that was significantly associatedth both
NO, and PMg exposurs over the first trimesteasf pregnancywith a decrease ahethylation
level (#=-0.32, p=104x10" and#=-0.89, p=621x10%, respectively for a 10! g/m® increase

in exposurgFigure 3.A, B Supplemental MateriglTable S2. We also identified one CpG
methylation site ¢g17580614b ADORA2Bgeneb Chromosome 1)7that was significantly
associatedwith NO, exposure over therimester 2of pregnancy with a decrease of

methylationlevel (#=-0.41, p=551x10%) for a 10 ! g/m® increase inexposure (Figur&.C;
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Table 3. No other significant association was found for any of the expasim@ows (see
supplementary Table3® $4 for a list of the CpGs with the lowestvalueg. Similar results

were found when applying the Bonferroni correction for multiple testing.

DISCUSSION

To the best of our knowledge, we present here the results of the first gemdenstudy
analyzing sitespecific DNA methylation changes in placenta in relation to in w@gposure

to PMyo, NO,, temperature and relative humidity. While no significant association was found
with weather conditions (temperature and humidityle identified two CpGswhose
methylation wassignificantly lower with increased irair pollutantscone@ntrations. Prenatal
exposure to PM and NQ in the first trimester of pregnancy was associated with a lower
methylation at cg13885156, located in the bodADARB2(Shore (S))Exposure to N@in

the second trimester of pregnancy was associated witbwar IDNA methylation at

cgl17580614, located in the bodyAIDORA2B(Island).

These two genes are protaioding genesThe expression oADORA2Bgene (Adenosine

A.b Receptor) has already been found associated with hypoxia aadlanmgpsia in pregnant
women (Acurio et al. 2014) A genomewide analysis of the DNA methylation profile, in
placentas from pregnancies with severe preeclampsia (PE), reported an aberrant patterns of
DNA methylation in preeclampsia which may be involved in the pathophysiology Gli&E

RZ et al. 2012). In the same way, Darashchonak et al. (2014a, 2014b) suggested that
adenosine receptor ;B has a role in placental development and possibly in the
pathophysiology of PEnNn both mice and humanst has also been suggested that elelvate
placental adenosine signaling via excess&BPOAR2B signaling inducing placental
impairment contributes to the pathogenesis of PE, to small fetuses, small placentaal and fet

growth restriction (Iriyamaet al. 2015).Regarding theADARB2gene, his involement in
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placenta has not been studied to date. However, this gene may play a regulatory role in RNA
editing and it has been involved in metabolic disorders in adult such as abdominal
circumference, body mass index, serum triglyceride level, and seruranedim level

(Oguro et al 2012).

There is a growing evidence of the potential involvement of epigenetic mechanisms in the
relationships between environmental exposures and adverse health outcomes. However, the
previous studies on the effects of air ptln on methylation were mainly focused on adults
and little is known about the effect of air pollution or climate conditions on DNA methylation

in prenatal life.These previous studies on aduits/e suggested significant changes in DNA
methylation levelsafter exposure tgarticulate matters in repetitive elementsimrgene
specifics (Baccarelli et al. 2009, Madrigano et al. 2011, Bellavia et al. 2013, bind et al.
2014a)and more recently in genorrade analysis Panni et al. 2006 Regarding prenatal rai
pollution exposures, only two studies focused on their effects on global methylation in
placenta Janssen et al. 20L@ndon repetitive elemenia newborn bloodspotdBreton et al.

2016) Fetal life is crucial period requiring deeper investigations as it is believed totimpac
the development of the fetubut also potentially on the longer term the childhood an
adulthood disease phenotyg&onkel 2016) Besides, ie placenta is a central organ in the
motherchild exchanges throughout pregnancy. It plays an important role to support
intrauterine fetal growth by facilitating the transfer of nutrients and oxygen from the mother
to the fetus and by removing fetal waste products. Impairment in placental development and

function could contribute to diseases in childhood or adulthood.

In our study, we found no significant association between Bi@ PM, pollutants and Alu
and LINE1 methylationAlthough not comparable because exposure and population were
different, in a study on elderly men (n=719), exposarBM, sfor a ~day moving averge

was associated with signifiatly lower LINE1 methylation (Bccarelliet al. 2009). Janssen
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et al. 2013, using placenta tiss@n=240) reported that exposure to RMover the first
trimester was significantly associated with global lower methylatn;association was
found over the s®nd and the third trimestels. the same way, Breton et al. 2016 reported a
significant association between prenatal exposure tep BN Q in the first trimester and

lower DNA methylation in LINE1, although it was amured in newborn bloodspdts=459)

rather than in placenta tissuéhese two last findings parallel our own results found with the
EWAS approach; we observed a lower placental DNA methylation at specific CpG sites in
association with an increase in BMnd NQ exposure over the first trimester of pregnancy.
This is consistent with the BretonOs hypothesis which sagigassthe first trimester may be

the most sensible in utero exposure window in the association between air pollutants and

DNA methylation.

Although our study is the first to study the association between air pollution exposure during
pregnancy and genonwdde DNA methylation in placenta tissua recent study investigated

the effect of fine particulate matter air pollution DNA methylatielging on blood samples

in adults and elderly men using a EWAS. They repoatsignificant association between 12
CpG sites and PM concentration (one fedd@ average, one forday and ten for 28ay);

among them, 9 sites expressed increased methy(&smi et al. 2016)

In our study, no significant association was found between temperature and relative humidity
exposure during pregnancy and placental DNA methylation. While such associations between
prenatal exposures to temperature or relative huynaitl placental DNA methylation have

not been previously examined, one study investigated the effects of these two exposures on
specific genes and repetitive elements methylation in elderly men blood (Bind et al. 2014b).
They reported that ambient temperat was associated with genes related to coagulation,

inflammation, cortisol, and metabolic pathway and relative humidity was associated with
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LINE-1 hypomethylation and Alu hypermethylatiowe did not investigate DNA

methylation at specific genes.

The stengths werghe use of placenta tissue which is easy to collectimasive andnay

allow a good reproducibility of our study as exposures affecting its development are
supposedly more easily fully measurdte possession of a large rangeelévant ovariates
including many health and individual information collectstly in pregnancyin terms of
exposure measuremeair pollution exposures were estimated individually relying on home
addresses of the women using a dispersion model and meteoriolagioes This study has
limitations. We did not account for the time activity patterns of the subjects, nor for the

indoor versus outdoor exposure.

CONCLUSION

In conclusion, in this epigenonveide study,we have identifieda lower level of placental

DNA methylationat very specific locin association with higher exposure to air pollution in
early pregnancyWhether the observed associations potentially beartienmg consequences

on the health of the child (or possibly future generations) remainsftather investigated

Future studies are warranted to confirm the observed associations and their potential to
mediate the effect of prenatal exposure to air pollution on fetal development and health

pregnancy outcomes.
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Table 1. Characteristics of theovariatesn the EDEN study population (n=668), and median
air pollution and meteorological exposure over the whole pregnancy period per class of

categoricatovariates
mean+SD N (%) Median individual exposure
averaged over the whole pregnancy

Characteristics All T2 RHP NO. PM o
Center

Poitiers 287 (43) 1220 77.26 12.19 15.64

Nancy 380 (57) 9.80 77.21 2342 23.36
Sex of offspring

Male 349 (52) 10.64 77.43 17.13 20.62

Female 318 (48) 11.13 76.80 17.43 21.51
Parity

0 301 (45) 11.26  77.27 16.96 20.74

1 252 (38) 1049 77.41 17.29 21.24

$2 114 (17) 10.98 76.83 17.43 21.17
Maternal education (year)

"18 131 (20) 10.81 77.23 17.40 20.62

19-20 114 (17) 11.15 77.48 15.78 17.52

21-22 152 (23) 10.95 77.08 16.83 21.19

23-24 144 (22) 1099 76.75 18.23 21.25

$25 126 (19) 10.70 77.81 18.83 21.38
Season of conception

JanuanpPMarch 143 (21) 1354 73.84 14.59 17.14

April BJune 153 (23) 1226 77.34 18.62 21.65

July BSeptember 188 (28) 8.67 80.12 19.35 21.98

October®December 183 (27) 10.10 76.71  16.87 20.47
BMI © (kg/cm") 22.9+4.2 - - - -
Maternal age (year) 28.9+5.1 - - - -
Maternal smoking* 1.74£3.5 - - - -

Gestational duration (weeks) 39.8+1.7 - - - -

4T= Temperature

® RH= Relative humidity

“NO,= Nitrogen dioxide

4PM, o= Particulate matter smaller than 16
°BMI= prepregnancy Body Mass Index
*Number of cigarette per day during pregnancy

131



Chapitre Ill: Partie A- Approche agnostique

Table 2. Results of global methylation association with prenatal exposure to RI@),
Temperature and relative humidity, with repetitive elements (AluLdAN&-1) analysis and

GAMP analysis.

Alu* , LINE -1* , GAMP bp-value
l (se) p: | (se) p: TestCDFS Densities

NO; a a

Whole pregnancy 0.02 (0.05) 0.73: -0.06 (0.13) 0.64: 1 0.534
Trimester 1 0.02 (0.04) 0.72! -0.01 (0.13) 0.96: 1 0.430
Trimester 2 0.02 (0.05) 0.63! -0.08 (0.12) 0.54! 0.966 0.349
Trimester 3 0.01 (0.04) 0.85: -0.08 (0.13) 0.52: 1 1
Month befoe birth  -0.02 (0.04) 0.72; -0.07 (0.12) 0.56 1 1
Week before birth  -0.04 (0.03) O.l7§ -0.10 (0.10) O.29§ 0.641 0.766
PM1o : 5

Whole pregnancy 0.03 (0.15) 0.84! -0.35(0.41) 0.39; 0.530 0.385
Trimester 1 -0.01 (0.12) 0.90: -0.12 (0.36) 0.73: 0.341 0.330
Trimester 2 0.13(0.11) 0.24! -0.30(0.31) 0.34! 0.587 0.522
Trimester 3 -0.05 (0.11) 0.63: -0.16 (0.30) 0.59: 0.1 1
Month before birth  -0.02 (0.09) 0.81; 0.15(0.23) 0.51} 1 0.637
Week before birth  -0.04 (0.05) 0.47; -0.03 (0.14) 0.83} 0.817 0.729
Temperature ; ;

Whole pregnancy  -0.03 (0.33) 0.92} 0.001 (0.83) 0.99; 0.996 1
Trimester 1 -0.12 (0.15) 0.43: -0.20(0.39) 0.61: 0.929 0.213
Trimester 2 0.05(0.15) 0.76! 0.02(0.38) 0.95! 0.937 0.583
Trimester 3 0.02 (0.13) 0.90: 0.02(0.39) 0.96! 0.699 0.070
Month befae birth  -0.04 (0.11) 0.66: 0.11 (0.30) 0.72: 1 0.333
Week before birth  -0.03 (0.08) O.74§ 0.07 (0.22) O.73§ 0.824 0.620
Relative humidity ! !

Whole pregnancy  -0.01 (0.17) 0.95! 0.20 (0.44) 0.65; 0.386 0.307
Trimester 1 -0.04 (0.09) 0.61: 0.04 (0.23) 0.85; 0.295 0.078
Trimester 2 -0.02 (0.10) 0.89! 0.37 (0.27) 0.17{ 0.360 0.242
Trimester 3 0.03(0.09) 0.77! -0.25(0.26) 0.32{ 0.451 0.290
Month before birth  0.04 (0.06) 0.51: -0.08 (0.19) 0.67:  0.930 1
Week before birth  0.03 (0.04) 0.43: 0.06 (0.13) 0.64 1 0.885

LTests whether the CDFs of the observed methylation distributions for each individual are associated
with an exposure variable.

ZTests whether the densities of the observed methylation distributions for each individual are
associated with an exposure iaéte.

* Modelswere adjusted for child sematernalparity, age at end afducation, body mass index, age,
smoking during pregnancyseaon of conception, study centeand gestational durationWe

additionally adjusted for technical factors of the mylttion measurements: batch, plate and chip.
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Table 3. Differentially methylated CpG sites associated with thADORA2B gene
(chromosome 17) in relation to N@xposure over the second trimester (n=668 pregnant

women from EDEN cohort).

Mean
(l;gnSeCGFch?JSrence Location Name methylation Regression' ® p-value” FDR®
% (SD)

TSS200 Island cg00443276 15.2 (19.5) -0.012 0.026 0.720

cg03729431 15.1 (19.8) -0.018 0.029 0.728
TSS200 Island cg05916671 18.9 (23.8) -0.023 0.030 0.730
TSS200 Island cg06960824  19.5 (25.9) -0.018 0.037 0.741
Body Shore(S) ¢g07563400  34.3 (12.5) -0.044 4.04x10" 0.068
1stExon Island cg07651906  21.5(17.3) -0.033 0.009 0.656
TSS1500 Shore (N) cg07677850  85.1 (05.5) -0.002 0.503 0.944
Body cg08008254  95.8 (01.0) 2.65x10" 0.663 0.967
Body cg08826152  36.9 (08.1) 0.006 0.265 0.887
TSS1500 Shore (N) ¢cg10235170  65.0 (08.7) 0.002 0.676  0.969
Body Island cgl7580614  58.6 (13.8) -0.041 5.51x10° 0.023
3'UTR cgl7716037  95.2 (01.5) -5.4%10* 0.531 0.948
TSS1500 Island €g19245381  24.6 (17.6) -0.023 0.091 0.802

€g2050453 18.4 (24.3) -0.015 0.036 0.740
TSS200 Island €g20959872 14.8 (17.9) -0.011 0.041 0.748
Body €g21501163  94.0 (01.5) -7.50x10" 0.471 0.938
TSS200 Island €g22087450  19.8 (23.6) -0.013 0.064 0.778
Body Shelf (S) ¢g23353570  79.6 (07.0) 0.002 0.527 0.947
TSS200 Island €cg23694114  17.5(24.4) -0.013 0.033 0.736

2 Estimated difference in methylation for a 11§/m® increase adjusted for child sex, parity, maternal

age at end of education, season of conception, study center, maternal body mass indé€g§ (kg/cm
maternal age (years), maternal smoking during pregnancy (daily average number of cigarettes) and
gestational duration (weeks); batch, plate and chip.

b p_values, Bonferroni significance level at 1.2¥10

° FDR: False discovery Rate with Benjamkiochbeg method, significance level at 0.05, (correction
for the 426,049 tests).
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FIGURES

Figure 1. Boxplots of individual exposure average over several exposure windows for the
environmental exposures NQA), PMyo (B), temperature (C) and relative humidiy)((D1,
2, 3 =Day 1, 2, 3 before delivery; WlWweekbefore delivery; M1 = Month before delivery;

T1, 2, 3 = Trimester B, 3 and Preg =whole pregnancy).
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Figure 2. Histograms of DNA methylation levels in our datgeraged per CpG site.
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Figure 3. Manhattan plots of palues obtained by performing an EWAS for which we
identified significant CpG sites: PM(A) and NG (B) over the first trimester, N(ver the
second trimester of pregnancy (C). Dots correspond-talyes for each of the CpG
metylation siteqn=426,049 CpG sites assessed on n=668 worRad) lines correspond to

the FDR threshold.
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Table S1. Spgrman correlation for air pollution and weather variables (n=668).
NO2P NO2T1 NO2T2 NO2T3 PM10P PM10T1 PM10T2 PM10T3 T-P T-T1 T-T2 T-T3 H-P H-T1 H-T2 H-T3

NO2 P 1 0,863 0,957 0,861 0,836 0,781 0,808 0,783 -0,433 0,094 -0,342 -0,285 0,154 -0,090 0,241 0,034
NO2 T1 1 0,768 0,538 0,737 0,740 0,718 0,624 -0,376 -0,365 -0,246 0,191 -0,062 0,248 -0,065 -0,337
NO2 T2 1 0,791 0,775 0,701 0,789 0,704 -0,595 0,176 -0,546 -0,372 0,338 -0,047 0,436 0,016
NO2 T3 1 0,734 0,654 0,657 0,783 -0,157 0,461 -0,101 -0,598 0,121 -0,471 0,270 0,443
PM10 P 1 0,961 0,941 0,937 -0,365 0,040 -0,234 -0,250 -0,064 -0,185 0,095 0,010
PM10 T1 1 0,854 0,868 -0,301 0,002 -0,183 -0,179 -0,149 -0,208 0,043 -0,021
PM10 T2 1 0,811 -0,422 -0,018 -0,286 -0,208 0,001 -0,053 0,076 -0,039
PM10 T3 1 -0,309 0,140 -0,193 -0,334 -0,033 -0,277 0,157 0,101
T-P 1 0,092 0,941 0,163 -0,700 -0,416 -0,675 0,351
T-T1 1 -0,064 -0,924 0,297 -0,814 0,545 0,814
T-T2 1 0,217 -0,731 -0,334 -0,779 0,306
T-T3 1 -0,454 0,716 -0,646 -0,788
H-P 1 0,222 0,829 0,170
H-T1 1 -0,150 -0,764
H-T2 1 0,192
H-T3 1

In yellow are the ones jointly included imetregression models.
P=entire pregnancy
T1, T2, T3=Trimester 1, 2, 3

T=Temperature and H=Relative humidity
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Figure S1. Distribution of level methylatigbeta valus) according to the meaiM) and the

standard deviatio(SD).
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Table S2. Placent&pG sites differentially methylated locatedADARB2gene (chromosome 10) in relatio

to PMyp and NQ exposure over the first trimester (=668 pregnant women from Eden Cohort).

UCSC Reference . Mean methylation PMio NO.
Gene Group rocation - Name % (SD) e p-valu¢  FDR® e p-valu¢  FDR®
Body €cg00075956 43.69 (8.53) 6.81E02 6.63E01 0.9999 2.69E02 6.56E01 0.9813
Body €g00363080 48.04 (15.67) -1.58E01 6.17E01 0.9999 -7.25E02 4.87E01 0.9681
€g00467420 42 (11.03) -2.51E01 2.39E01 0.9999 -7.04E-02 3.53E01 0.9527
Body €cg00513169 48 (8.26) -3.20E02 8.16E01 0.9999 -2.26E02 6.59E01 0.9817
Body €g00525288 65.42 (13.81) -3.03E01 2.58E01 0.9999 -1.70E01 9.68E02 0.8939
Body €g00525508 85.15 (8.39) -2.42E01 1.30E01 0.9922 -6.02E02 3.24E-01 0.9488
Body Shore (N) €cg00615654 76.51 (10.25) -8.92E02 6.42E01 0.9999 -2.03E02 7.78E01 0.9889
Body €cg00972313 60.87 (10.59) -4.13E01 4.43E02 0.9569 -1.43E01 3.92E02 0.8536
Body cg01277072 66.14 (10.16) -8.30E02 6.50E01 0.9999 -9.45E03 8.90E01 0.9949
Body cg01341216 78.09 (11.32) 2.96E01 1.29E01 0.9920 1.08E01 1.58E01 0.9156
Body Shore (S) €cg01364755 48.22 (16.9) -2.08E01 4.75E01 0.9999 7.61E02 4.92E01 0.9688
Body Island cg01561194 6.92 (0.98) 1.67E02 3.39E01 0.9999 1.77E-03 7.92E01 0.9898
3'UTR Shore (N) €g02027800 61.74 (12.08) -6.07E02 8.05E01 0.9999 -5.13E02 5.72E01 0.9758
Body €g02059512 46.76 (4.97) 3.83E03 9.63E01 0.9999 5.17E03 8.67E01 0.9940
Body Shelf (S) €g02069524 57.14 (7.83) 1.69E01 2.28E01 0.9999 2.94E02 5.97E01 0.9773
Body €cg02088470 89.3 (6.7) -1.36E01 9.70E02 0.9807 -4.95E02 1.22E01 0.9040
Body Shelf (S) 902204442 46.34 (6.56) 1.48E01 1.77e01 0.9984 3.81E02 3.46E01 0.9510
Body Island €g02224138 25.67 (6.51) -1.01E01 4.06E01 0.9999 8.65E03 8.44E01 0.9929
TSS1500 Island €g02270183 3.6 (2.49) 1.67E02 4.49E01 0.9999 1.61E03 8.24E01 0.9922
Body cg02380151 53.15 (6.19) -4.82E02 6.29E01 0.9999 -4.86E02 2.17E01 0.9290
Body €g02445968 31.47 (5.95) 5.10E02 6.14E01 0.9999 4.17E02 2.84E01 0.9435
Body €g02560863 49.69 (9.31) -2.46E01 1.89E01 0.9984 3.36E02 6.05E01 0.9778
TSS1500 Shore (S) €g02609848 9.59 (6.58) -1.12E01 1.70E01 0.9984 -4.41E02 1.38601 0.9098
Body Shelf (S) €g02697989 39.76 (3.75) 4.58E03 942E01 0.9999 -6.45E03 7.95E01 0.9900
Body €g02726524 92.89 (3.8) 3.68E03 9.34E01 0.9999 6.12E03 6.85E01 0.9834
Body cg02851212 82.23 (7.36) -9.54E02 4.85E01 0.9999 -1.35E02 7.79E01 0.9889
Body €g02887530 11.92 (3.62) 9.10E03 8.93E01 0.999 7.07E03 7.66E01 0.9882
TSS200 Island €g02899206 9.35 (6.2) 9.33E03 8.62E01 0.9999 -4.05E03 8.50E01 0.9933
Body €g02924954 52.2 (4.15) 5.85E02 4.59E01 0.9999 1.13E02 6.94E01 0.9841
Body cg03079937 76.08 (11.97) -1.23E01 5.60E01 0.9999 -1.08E01 1.75E01 0.9188
Body €g03152899 54.69 (7.34) 8.72E02 5.32E01 0.9999 -5.68E02 2.78E01 0.9425
Body Island cg03183215 45.73 (5.59) 7.86E02 4.66E01 0.9999 4.84E03 9.03E01 0.9958
Body €g03213833 70.22 (10.14) -6.30E02 7.47E01 0.9999 -1.69=-02 8.26E01 0.9923
Body €g03277925 53.4 (9.5) -3.61E02 8.25E01 0.9999 1.89E02 7.56E01 0.9880
TSS200 Island €g03410436 15.03 (7.29) -7.42E02 4.73E01 0.9999 -4.71E02 1.82E01 0.9206
Body cg03462714 58.09 (13.68) -2.82E01 2.63E01 0.9999 -9.47E02 3.08E01 0.9471
Body €g03480068 34.71 (9.08) -6.43E02 7.16E01 0.9999 -6.54E02 3.03E01 0.9468
Body cg03678558 62.77 (12.41) 1.04E01 6.70E01 0.9999 1.85E02 8.44E01 0.9929
Body cg03717931 62.49 (10.88) 2.38E01 1.92E01 0.9989 5.24E02 4.62E01 0.9657
Body Shelf (N) €cg03754605 60.84 (9.43) -8.19E02 6.42E01 0.9999 -1.39E01 4.26E02 0.8554
Body Shelf (S) €g04009446 83.52 (9.34) -1.52E01 3.68E01 0.9999 -1.18E01 6.44E02 0.8718
Body €cg04012681 11.14 (3.3) -4.74E03 9.38E01 0.9999 -1.8%E-02 3.93E01 0.9579
Body Shelf (N) €g04089420 28.03 (8.06) -3.17E01 8.58E03 0.8811 -7.34E02 1.05E01 0.8971
Body Shelf (S) €g04245026 40.45 (8.46) -1.62E01 2.63E01 0.9999 -1.07E01 5.71E02 0.8672
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Body Shore (S) cg04271617 31.4 (7.73) -1.22E01 4.20E01 0.9999 -6.44E02 2.62E01 0.9384
Body cg04278975 48.54 (7.62) -1.05E01 4.64E01 0.9999 1.54E02 7.61E01 0.9881
Body cg04344021 52.46 (4.45) -1.50E02 8.39E01 0.9999 -1.41E02 6.19E01 0.9787
Body cg04401038 12.4 (9.34) -1.64E01 2.27E01 0.9999 -5.37E02 3.08E01 0.9471
Body cg04513549 19.13 (6.94) 2.27E02 8.66E01 0.9999 2.28E03 9.65E01 0.9986
Body Shelf (S) cg04525441 59.61 (12.16) -3.12E01 1.11E01 0.9857 -6.04E02 4.20E01 0.9610
Body Shelf (S) cg04636331 73.18 (12.67) -4.02E01 1.09E01 0.9851 -1.18E01 2.34E01 0.9333
Body cg04724406 48.13 (6.5) -1.14E03 9.93E01 0.9999 -1.34E02 7.58E01 0.9881
Body cg04855826 65.25 (8.44) 1.17E01 4.63E01 0.9999 -1.06E02 8.60E01 0.9936
Body cg04887078 71.28 (7.57) -1.73E01 2.34E01 0.9999 -8.90E02 9.11E02 0.8920
Body cg04910505 84.57 (10.13) -1.75E01 2.98E01 0.9999 -7.13E02 2.18E01 0.9293
Body cg04930661 29.72 (9.23) 2.42E01 2.03E01 0.9999 1.17E01 1.01E01 0.8955
Body cg04941831 49.48 (6.89) 9.06E02 4.54E01 0.9999 -1.97E02 6.50E01 0.9809
Body Island cg04976075 22.76 (5.07) -1.95E02 8.54E01 0.9999 -3.85E03 9.21E01 0.9965
Body cg04992974 70.18 (15.66) 6.37E01 3.42E02 0.9464 1.66E01 1.31E01 0.9070
Body cg05043025 40.16 (10.52) 1.35E01 4.76E01 0.9999 4.51E-02 4.98E01 0.9696
Body Shore (S) cg05230927 64.42 (8.92) 1.43E01 3.98E01 0.9999 8.69E02 1.49E01 0.9137
Body cg05248655 46.54 (9.82) -2.49E01 1.46E01 0.9970 6.42E03 9.29E01 0.9970
Body Shore (S) cg05289540 40.16 (8.14) -5.13E02 6.94E01 0.999 -3.48E03 9.50E01 0.9978

cg05307923 11.59 (5.43) -5.45E02 4.27E01 0.9999 -4.93E03 8.45E01 0.9929
Body cg05407757 72.15 (14.68) 1.79E01 5.44E01 0.9999 3.92E02 7.11E01 0.9850
Body cg05431532 39.32 (5.59) 9.76E02 3.49E01 0.9999 1.93E02 6.05E01 0.9778
Body Shore (N) cg05441518 52 (13.15) -1.26E01 6.04E01 0.9999 -3.24E02 7.23E01 0.9857
Body Shore (S) cg05483559 51.59 (6.94) -2.44E01 3.03E02 0.9389 -9.61E02 3.01E02 0.8424
Body cg05506270 45.49 (10.14) -2.80E02 8.72E01 0.9999 -3.93E02 5.90E01 0.9767
Body cg05541367 63.28 (8.13) -1.58E01 2.12E01 0.9999 1.63E02 7.44E01 0.9871
Body cg05570367 85.94 (9.03) 1.15E02 9.50E01 0.9999 -3.99E02 5.16E01 0.9711
Body Island cg05595753 48.11 (5.51) -2.48E02 7.91E01 0.9999 -3.50E-02 2.95E01 0.9455
Body Island cg05630272 9.03 (3.73) -7.17E02 1.62E01 0.9983 -1.36E02 4.75E01 0.9670
Body cg05721751 83.52 (10.34) -1.40E01 4.91E01 0.9999 -9.09E02 1.96E01 0.9229
Body cg05750078 68.9 (10) -1.04E01 6.14E01 0.9999 -5.21E02 4.68E01 0.9661
Body cg05810886 38.78 (6.99) -5.40E03 9.69E01 0.9999 -2.31E02 6.38E01 0.9802
Body cg05818501 31.5(16.64) 8.99E01 2.40E03 0.8205 2.74E01 1.34E02 0.8082
Body cg06028247 63.85 (13.04) -1.64E01 5.03E01 0.9999 -8.08E02 3.50E01 0.9519
Body cg06083652 35.02 (4.65) -2.40E02 7.83E01 0.9999 2.24E04 9.94E01 0.9998
Body Shore (N) cg06182978 65.9 (12.52) 3.06E01 1.96E01 0.9994 9.21E02 3.0901 0.9472
Body Island cg06328674 86.17 (6.64) -1.35E01 1.99E01 0.9999 -5.63E02 1.48E01 0.9137
Body Shore (N) cg06385202 22.64 (6.21) -8.04E02 5.09E01 0.9999 -2.71E02 5.69E01 0.9756
Body cg06403156 425 (12.97) 1.30E01 5.74E01 0.9999 -3.10E02 7.50E01 0.9873
Body cg06422309 22.69 (5.69) -1.31E01 2.14E01 0.9999 -4.21E02 2.67E01 0.9394
Body Shore (S) cg06563471 37.3(6.28) 1.74E02 8.72E01 0.9999 -5.06E03 9.04E01 0.9959
TSS200 Island cg06730723 13.71 (5.57) 1.56E02 8.01E01 0.9999 1.42E02 5.37E01 0.9734
Body cg06764387 74.38 (10.15) -3.22E02 8.61E01 0.9999 -5.95E03 9.29E01 0.9970
Body cg06837068 38.98 (7.94) -5.03E02 7.21E01 0.9999 -3.51E02 5.19E01 0.9716
Body Island cg07025949 26.18 (14.03) -1.73E01 5.27E01 0.9999 -1.32E01 1.93E01 0.9229
Body cg07081418 90.12 (5.39) 2.61E02 7.55E01 0.9999 -1.87E-02 5.37E01 0.9734
Body Shore (S) cg07137277 72.45 (14.35) 1.79E01 5.24E01 0.9999 1.56E01 1.43E01 0.9124
Body Island cg07156138 74.39 (11.23) -3.63E01 1.09E01 0.9848 -1.06E01 2.30E01 0.9328
Body Shelf (N) cg07162000 37.34 (15.69) 2.58E01 3.90E-01 0.9999 1.96E01 9.29E02 0.8934
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Body cg07215869 76.98 (10.93) 4.50E01 4.41E02 0.9564 3.53E02 6.43E01 0.9804
Body cg07308975 32.47 (7.44) 1.33E04 9.99E01 0.9999 5.90E02 2.51E01 0.9360
Body Island cg07356555 63.43 (5.28) 1.59E01 9.36E02 0.9806 2.45E02 5.11E01 0.9705
Body cg07488920 64.15 (12.5) -1.92E01 3.67E01 0.9999 3.68E02 6.82E01 0.9833
Body Shore (S) cg07568644 39.38 (5.39) 1.18E01 2.03E01 0.9999 -4.06E02 2.70E01 0.9404
Body cg07660114 43.95 (8.04) 5.55E02 6.72E01 0.9999 -1.10E02 8.22E01 0.9920
Body Shore (N) cg07728307 51.34 (7.46) 9.14E02 5.73E01 0.9999 1.61E02 7.89E01 0.9898
Body Shore (N) cg07815694 48.61 (5.13) 6.42E02 5.51E01 0.9999 2.75E02 4.68E01 0.9661
Body cg07869405 61.56 (9.34) 1.95E02 9.18E01 0.9999 -2.61E02 7.15E01 0.9850
Body Shore (S) cg07928363 60.42 (6.48) 1.25E01 2.93E01 0.9999 9.37E04 9.82E01 0.9994
Body cg08218646 29.87 (8.27) -7.74E02 6.15E01 0.9999 -9.37E03 8.72E01 0.9942
Body Island cg08227227 21.17 (6.03) -1.62E01 1.91E01 0.9988 -5.35E02 2.25E01 0.9316
Body cg08284873 43.69 (3.78) -6.91E02 2.98E01 0.9999 -3.27E02 1.83E01 0.9208
Body Island cg08302300 54.64 (5.03) -2.13E02 8.09E01 0.9999 1.02E02 7.57E01 0.9881
Body cg08442149 82.78 (11.51) -2.27E01 2.66E01 0.9999 -6.97E02 3.68E01 0.9543
Body Island cg08643855 41.27 (4.12) 9.41E02 1.90E01 0.9986 8.38E03 7.59E01 0.9881
Body Shelf (S) cg08668359 60.74 (14.43) 2.33E01 3.59E01 0.9999 2.23E02 8.17E01 0.9916
Body cg08678202 63.88 (11.22) -1.9E-01 3.83E01 0.9999 -1.16E01 1.81E01 0.9205
3'UTR Shore (N) cg08944086 66.23 (12.28) 3.79E02 8.66E01 0.9999 -1.59E01 7.45E02 0.8817
Body Shelf (N) cg08971562 26.15 (6.7) -2.49E03 9.84E01 0.9999 -3.79E02 3.95E01 0.9579
Body Shelf (N) cg0897885 57.2 (12.84) -7.15E02 7.50E01 0.9999 -7.59E02 3.67E01 0.9543
Body cg09045305 86.58 (5.55) -3.74E02 7.15E01 0.9999 -2.45E02 4.76E01 0.9673
3'UTR Shelf (N) cg09105442 39.54 (4.28) 6.30E02 3.67E01 0.9999 2.04E02 4.36E01 0.9627
Body Shelf (9 cg09251910 46.96 (10.52) 2.36E02 9.07E01 0.9999 -2.68E02 7.28E01 0.9860
Body cg09316607 27.87 (6.97) 1.75E02 9.01E01 0.9999 2.72E02 5.78E01 0.9759
Body cg09326084 59.03 (9.36) -8.75E02 6.58E01 0.9999 -6.45E02 3.53E01 0.9526
Body Shore (N cg09394001 89.9 (5.72) 6.38E02 4.32E01 0.9999 1.33E02 6.57E01 0.9815
Body cg09514185 38.91 (7.7) -1.60E01 2.35E01 0.9999 -9.81E03 8.45E01 0.9929
Body Shore (N) €g09952232 46.74 (6.37) -1.01E01 3.77E01 0.9999 -4.10E02 3.45E01 0.9509
Body €cg10041069 50.84 (9.55) -5.98E02 7.55E01 0.9999 -7.19E02 3.02E01 0.9466
Body 910292584 52.31 (12.9) 6.27E02 7.98E01 0.9999 3.40E02 7.05E01 0.9847
Body Shore (S) cg10435021 70.78 (7.17) 1.66E01 1.92E01 0.9990 -8.14E04 9.85E01 0.9995
Body €g10448329 89.4 (7.07) 4.67E02 6.31E01 0.9999 1.99E02 5.72E01 0.9758
Body €g10496420 78.13 (6.31) -9.01E02 3.67E01 0.9999 -4.02E02 3.14E01 0.9481
Body 910542123 64.97 (11.11) -3.94E01 5.16E02 0.9598 -8.45E02 2.63E01 0.9386
Body Island cg1(B44696 42.35 (10.5) 2.28E02 8.93E01 0.9999 3.59E02 5.86E01 0.9766
Body Shelf (N) cg10724130 57.47 (6.77) 3.51E02 7.89E01 0.9999 1.78E02 6.91E01 0.9838
Body Shore (S) €g10826702 55.15 (6.19) 1.03E01 3.60E01 0.9999 -2.62E02 5.51E01 0.9749
Body Shore (S) cg10830219 38.13 (8.45) -2.57E01 5.89E02 0.9656 -2.93E02 5.93E01 0.9770
3'UTR Shore (N) 910834803 64.2 (10.1) -2.09E02 9.16E01 0.9999 -8.63E02 2.37E01 0.9335
Body 910916515 29.44 (8.57) -1.11E02 9.38E01 0.9999 1.65E02 7.82E01 0.9892
Body cg11142437 73.85 (10.1) 1.91E02 9.29E01 0.9999 -3.25E02 6.67E01 0.9824
Body cg11189134 28.85 (5.63) 9.70E02 3.88E01 0.9999 2.04E02 6.29E01 0.9799
Body 911239697 43.24 (5.88) 9.21E02 4.56E01 0.9999 2.62E02 5.45E01 0.9742
Body Shelf (N) cg11270017 60.29 (9.38) 1.33E01 4.49E01 0.9999 -3.99E02 5.47E01 0.9743
Body €cg11323585 57.16 (7.61) 1.05E01 4.22E01 0.9999 4.90E02 3.18E01 0.9487
Body Shelf (N) cg11342287 89.21 (3.59) -1.39E03 9.77E01 0.9999 -9.99E03 5.80E01 0.9761
Body Shelf (N) 911485894 37.15 (6.63) -1.54E01 1.73E01 0.9984 -6.08E02 1.49E01 0.9137
Body €g11498333 71.96 (10.15) 8.76E02 6.50E01 0.9999 2.87E02 7.01E01 0.9844
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Body Shelf (S) cg11508783 75.83 (14.61) -4.22E01 1.19E01 0.9891 -7.67E02 4.75%-01 0.9670
Body cg11704601 36.12 (3.69) -5.22E02 4.43E01 0.9999 -2.59E02 3.05E01 0.9469
Body cg11861055 78.42 (10.17) -2.75E01 1.17E01 0.9885 -4.59E02 4.69E01 0.9662
Body €g11993399 90.07 (5.95) -2.39E01 1.01E02 0.8869 -4.11E02 2.39E01 0.9338
Body cg12037550 74.1 (10.06) -8.54E02 6.68E01 0.9999 -8.46E02 2.40E01 0.9339
Body €cg12051364 59.43 (9.92) -2.24E01 2.56E01 0.9999 -8.71E02 2.19E01 0.9293
Body €g12090430 62.6 (13.64) 1.84E01 4.83E01 0.9999 -1.16E02 9.09E01 0.9961
Body Shore (N) €g12098569 17.74 (3.31) 2.88E02 5.96E01 0.9999 -1.02E02 6.27E01 0.9793
Body €g12152703 73.76 (7.14) -8.31E02 5.30E01 0.9999 -1.69E02 7.41E01 0.9869
Body €g12205554 68.9 (10.43) -1.94E02 9.29E01 0.9999 -5.85E02 4.40E01 0.9631
Body Shelf (N) 912284235 92.38 (2.2) -3.73E02 2.28E01 0.9999 -1.97E02 1.09E01 0.8976
Body cg12344468 52.09 (12.92) -1.58E01 5.43E01 0.9999 -9.30E02 3.11E01 0.9472
Body Shore (S) 912438430 19.78 (6.65) -2.33E02 8.37E01 0.9999 -6.69E02 1.48E01 0.9137
Body cg12508258 44.59 (7.81) -1.03E01 4.61E01 0.9999 -7.43E02 1.43E01 0.9119
Body 912513994 63.57 (13.58) -4.11E01 1.14E01 0.9874 -3.27E02 7.40E01 0.9868
Body 912533206 46.14 (4.27) -8.21E02 2.72E01 0.9999 -2.46E02 3.79E01 0.9561
Body Island cg12557867 14.63 (6.89) 1.35E01 2.13E01 0.9999 -5.39E02 1.84E01 0.9214
Body cg12581741 65.2 (11.77) -2.11E01 3.43E01 0.9999 -6.73E02 4.03E01 0.9590
Body Island €g12799314 77.21 (11.54) -3.18E01 1.47E01 0.9974 -1.72E01 3.97E02 0.8542
Body €g12805552 66.03 (12.23) -1.16E01 6.33E01 0.9999 -8.65E02 3.46E01 0.9510
Body €cg13178198 25.55 (7.09) 4.59E02 7.09E01 0.9999 -3.40E02 4.53E01 0.9647
Body Shore (S) cg13504411 25.59 (6.8) 3.25E02 7.88E01 0.9999 -2.25E02 6.14E01 0.9782
Body cg13681776 46.96 (7.73) 1.78E01 2.57E01 0.9999 2.19E02 7.04E01 0.9846
Body €g13683507 3.97 (3.45) -9.48E03 5.60E01 0.9999 2.11E03 7.20E01 0.9855
Body €g13684379 56.99 (16.72) -2.43E02 9.45E01 0.9999 -5.20E02 6.92E01 0.9839
Body cg13720710 86.55 (8.91) -6.90E02 6.31E01 0.9999 -1.72E02 7.48E01 0.9873
Body Shore (N) cgl3771471 27.83 (7.47) -6.99E02 6.43E01 0.9999 -5.34E02 3.08E01 0.9471
Body Shore (N) €cg13786326 61.08 (11.3) -1.38E01 4.96E01 0.9999 -2.74E02 7.12E01 0.9850
Body Shore (S) cg13807886 76.31 (8.46) -2.61E01 9.83E02 0.9815 -4.24E02 4.55E01 0.9648
Body Shore (S) €cg13885156 80.26 (9.9) -8.87E01 6.21E08 0.0265 -3.24E01 1.04E07 0.0443
Body Shore (N) €g13911959 67.17 (12.29) -2.89E01 2.56E01 0.9999 -9.37E02 2.97E01 0.9457
Body €g14054842 90.56 (6.84) 3.36E02 6.32E01 0.9999 -6.55E03 8.06E01 0.9908
Body €cg14058291 76.59 (8.31) 4.31E03 9.76E01 0.9999 2.95E02 6.10E01 0.9779
Body Island €g14099218 85.78 (7.46) 1.73E02 9.01E01 0.9999 -2.37TE02 6.27E01 0.9795
Body cg14288086 76.46 (12.69) -1.86E01 4.15E01 0.9999 -8.93E03 9.19E01 0.9964
Body 914288594 44.24 (7.24) -1.14E01 3.96E01 0.9999 -5.40E02 3.05E01 0.9469
Body Shore (S) 914434293 7.05 (1.2) 1.75E02 4.22E01 0.9999 8.69E03 2.75E01 0.9417
Body cg14464133 30.78 (10.47) 2.34E01 2.22E01 0.9999 2.29E02 7.30E01 0.9861
Body Island cg14511364 71.27 (9.44) 1.08E01 5.24E01 0.9999 -3.60E02 5.66E01 0.9755
TSS200 Island €g14590817 3.58 (1.26) 1.16E03 9.34E01 0.9999 -2.81E03 5.79E01 0.9761
Body €cg14667192 51.56 (4.4) 4.35E03 9.60E01 0.9999 -3.36E03 9.01E01 0.9957
Body €cg14698025 53.56 (5.92) -4.16E02 7.00E01 0.9999 1.79E02 6.60E01 0.9818
Body cg14786686 39.53 (6.33) 8.99E03 9.44E01 0.9999 3.00E02 517601 0.9711
Body Island €g14826909 22.71 (13.79) 6.56E02 7.74E01 0.9999 1.67E02 8.49E01 0.9932
Body Shore (S) €cg15081722 40.56 (10.29) -2.12E01 2.33E01 0.9999 -6.99E02 2.95E01 0.9453
Body Shelf (S) €g15186969 30.18 (8.47) 1.48E01 3.72E01 0.9999 7.06E03 9.04E01 0.9958
Body Island €g15292706 84.62 (8.9) -1.10E01 4.06E01 0.9999 -7.45E02 1.70E01 0.9178
Body €g15462970 23.42 (5.87) 8.49E02 4.35E01 0.9999 -5.24E03 8.98E01 0.9955
Body cg15479754 66.74 (9.56) -3.00E01 9.89E02 0.9815 -7.33E02 2.68E01 0.9397
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Body €g15518542 66.63 (12.65) 1.45E01 5.86E01 0.9999 -1.83E02 8.57E01 0.9935
Body €cg15531433 74.32 (11.1) -3.01E01 1.45E01 0.9965 -1.87E01 7.97E03 0.7827
Body €g15622527 61.65 (9.05) -5.24E02 7.55E01 0.9999 2.57E02 6.86E01 0.9835
Body Shelf (S) €g15806365 62.67 (7.73) -3.86E02 7.98E01 0.9999 -4.52E02 4.10E01 0.9599
Body 916144314 38.52 (7.12) 1.29E01 2.31E01 0.9999 4.75E02 2.35E01 0.9335
Body €g16252868 68.22 (8.61) -1.58E01 3.50E01 0.9999 -7.32E02 2.50E01 0.9358
Body €g16253451 68.42 (7.96) -1.56E01 2.81E01 0.9999 -6.02E02 2.84E01 0.9436
Body 916282361 71.05 (11.59) -3.23E01 1.22E01 0.9897 -7.94E02 3.39E01 0.9506
Body Shore (S) €g16296438 54.07 (10.7) -1.42E01 3.83E01 0.9999 -1.24E-01 4.89E02 0.8620
Body Shore (S) €g16419019 66.47 (8.63) -3.81E03 9.83E01 0.9999 -3.48E02 6.17E01 0.9786
Body €g16549151 66.52 (12.8) -1.55E01 5.65E01 0.9999 -2.48E02 8.03E01 0.9906
Body €g16615291 85.98 (4.32) -1.09E01 8.39E02 0.9774 -5.21E02 4.39E02 0.8583
Body Shore (N) €g16646662 34.5(14.12) 2.84E01 2.97E01 0.9999 1.04E01 3.12E01 0.9476
Body Shelf (S) €g16661473 72.47 (8.16) 2.38E01 1.25E01 0.9901 3.39E02 5.47E01 0.9743
Body €g16706389 17.14 (5.56) -7.01E03 9.44E01 0.9999 2.71E02 4.80E01 0.9676
Body €cg16707438 79.93 (10.83) -1.14E01 5.74E01 0.9999 -6.16E02 4.15E01 0.9603
Body €cg16736679 62.78 (8.68) 1.46E01 4.05E01 0.9999 -2.47E02 6.93E01 0.9840
Body Shore (N) €cg16754015 46.41 (5.78) -4.60E02 6.08E01 0.9999 2.31E02 5.25E01 0.9722
Body cg16772023 52.2 (5.25) -1.44E02 8.82E01 0.9999 -2.80E02 4.42E01 0.9632
Body €g16957758 15.7 (6.33) -1.11E02 9.15E01 0.9999 6.23E03 8.78E01 0.9945
Body Shore (N) €g16990474 53.41 (9.12) -1.27E01 4.45E01 0.9999 -1.38E02 8.21E01 0.9918
TSS1500 Shore (S) cg17000076 21.2 (6.99) -2.92E02 8.22E01 0.9999 -4.62E03 9.22E01 0.9967
Body Shelf (S) cg17023203 46.65 (14.36) -4.19E01 8.42E02 0.9774 -1.26E01 1.82E01 0.9206
Body cgl7077845 44.61 (7.59) -2.12E01 1.29E01 0.9919 -9.65E02 6.21E02 0.8704
Body cgl17133972 44.28 (7.73) -1.17E02 9.31E01 0.9999 -5.03E02 3.27E01 0.9489
Body Shelf (S) cg17221993 66.49 (8.46) 1.39E01 3.75E01 0.9999 3.61E02 5.46E01 0.9742
Body Shelf (S) cgl7276513 53.17 (13.82 -2.11E01 4.25E01 0.9999 -1.87E01 6.68E02 0.8742
Body Shore (N) cg17285208 48.66 (13.63) -3.28E01 2.07E01 0.9999 -3.93E02 6.59E01 0.9816
Body Shelf (S) cg17349486 37.18 (5.53) 2.42E02 8.10E01 0.9999 3.38E02 3.64E01 0.9540
Body cg17405812 56.31 (8.94) -5.56E02 7.20E01 0.9999 -3.35E02 5.67E01 0.9755
Body Shore (S) cg17439770 81.47 (7.05) -2.76E02 8.33E01 0.9999 3.28E03 9.44E01 0.9974
Body Shelf (S) cgl7486764 76.15 (8.19) 3.71E02 8.00E01 0.9999 -2.13E02 7.15E01 0.9852
Body cg17522332 85.71 (10.74) 3.23E02 8.54E01 0.9999 -1.10E01 8.37E02 0.8890
Body Island cgl7558772 48.65 (8.77) -1.94E01 2.37E01 0.9999 -4.14E02 4.77E01 0.9674
Body Shelf (N) cgl7672798 48.05 (10.65) -2.97E02 8.66E01 0.9999 -1.37E01 4.96E02 0.8629
Body cg17735539 12.48 (3.63) 1.98E02 7.19E01 0.9999 -1.41E04 9.94E01 0.9998
Body cg17861863 39.23 (11.7) -5.77E02 7.95E01 0.9999 3.46E02 6.65E01 0.9823
Body cg17898884 69.61 (12.57) 2.93E02 8.92E01 0.9999 2.58E03 9.75E01 0.9991
Body cgl1M™19212 71.73 (5.21) -4.19E02 6.54E01 0.9999 -3.81E02 2.98E01 0.9457
Body €g17922326 50.62 (13.87) -2.70E01 2.55E01 0.9999 -1.66E01 7.77E02 0.8844
Body €cg17951991 71.7 (11.34) 1.41E01 4.53E01 0.9999 9.48E02 1.51E01 0.9137
Body cg17981439 44.93 (8.86) -7.23E02 6.15E01 0.9999 -6.49E02 2.40E01 0.9339
Body Shelf (S) €g18093771 45 (11.25) 1.21E02 9.53E01 0.9999 1.45E02 8.53E01 0.9935
Body €cg18133357 47.96 (6.82) 8.62E02 4.78E01 0.9999 1.95E03 9.67E01 0.9987
Body Shore (S) €g1830390 53.04 (11.8) 3.01E01 1.51E01 0.9975 6.60E02 3.91E01 0.9579
Body €g18387659 43.55 (6.74) -5.84E02 6.32E01 0.9999 -4.17E02 3.54E01 0.9528
Body Shelf (S) €g18489675 18.27 (5.16) 7.42E02 4.06E01 0.9999 -1.99E02 5.54E01 0.9751
TSS1500 Island cg18727303 20.17 (6.17) 2.00E02 8.48E01 0.9999 -2.51E02 4.94E01 0.9692
Body Island €g18944640 65.43 (11.62) -1.83E01 3.87E01 0.9999 -1.04E01 2.00E01 0.9237
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Body Island 918947437 85.99 (6.69) -1.63E02 8.59E01 0.9999 6.31E03 8.63E01 0.9938
Body €g19046793 89.46 (5.68) -1.21E01 1.25E01 0.9901 -4.47E02 1.48E01 0.9137
Body Island €g19096048 53.32 (10.34) -8.61E02 5.91E01 0.9999 -9.61E03 8.83E01 0.9946
Body Island €g19163058 73.53 (13.3) -1.28E01 6.05E01 0.9999 -9.66E02 2.89E01 0.9443
Body €g19192934 76.53 (8.69) 1.36E01 3.69E01 0.9999 2.28E02 7.16E01 0.9854
Body Shore (N) €g19207066 55.9 (6.52) -9.08E03 9.35E01 0.9999 1.63E03 9.73E01 0.9990
Body Shelf (N) €g19416590 9.85 (1.72) 5.61E02 6.57E02 0.9686 7.99E03 4.99E01 0.9696
Body Island €g19533322 50.08 (13.05) -5.19E02 8.18E01 0.9999 -3.68E02 6.63E01 0.9821
Body €g19548181 31 (5.32) 1.60E02 8.56E01 0.9999 1.22E02 7.08E01 0.9850
Body €g19738950 54.22 (11.2) -4.16E01 6.38E02 0.9677 -1.42E01 6.63E02 0.8740
Body Shore (N) €g19758173 30.75 (8.28) -8.23E02 5.45E01 0.9999 -3.84E02 4.77E01 0.9674
Body Shore (N) €g19810726 43.55 (13.57) -1.99E01 3.97E01 0.9999 -6.13E02 4.94E01 0.9692
Body €g19873199 57.36 (10.45) 1.31E01 5.41E01 0.9999 6.97E02 3.55E01 0.9528
Body €g19909974 49.11 (8.08) 1.46E02 9.22E01 0.9999 4.34E02 4.38E01 0.9630
Body €g19942454 36.79 (8.37) -9.27E02 5.24E01 0.9999 -1.03E01 6.40E02 0.8717
Body €g19976363 39.58 (11.94) -3.37E01 1.59E01 0.9983 -7.04E02 4.19E01 0.9610
Body 920112984 14.43 (4.86) 5.56E02 4.92E01 0.9999 -5.80E03 8.44E01 0.9929
Body Shelf (N) €g20151301 42.16 (8.81) 6.10E02 7.02E01 0.9999 1.65E02 7.77E01 0.9889
Body Shore (N) cg20181180 58.13 (10.69) -1.70E01 3.95E01 0.9999 6.00E03 9.37E01 0.9973
Body Shore (N) €g20205188 36.72 (17.35) 5.13E01 1.26E01 0.9905 1.57E01 2.04E01 0.9249
Body Shore (S) €g20257634 70.1 (7.97) -2.33E01 1.40E01 0.9952 -9.67E02 8.84E02 0.8920
Body €g20299776 77.49 (10.24) -1.30E01 5.23E01 0.9999 -4.02E02 5.89E01 0.9766
Body €g20395881 16.2 (5.76) -9.67E02 3.17E01 0.9999 -3.47E02 3.09E01 0.9472
Body 920411671 8.94 (5.25) -5.18E02 5.12E01 0.9999 1.74E02 5.45E01 0.9742
Body €g20423602 38.47 (8.23) -1.24E01 4.24E01 0.9999 -9.76E02 1.05E01 0.8971
Body €g20425058 79.99 (11.71) -3.15E01 1.17E01 0.9883 -1.57E01 5.01E02 0.8631
Body €g20455197 49.85 (8.82) 1.09E01 4.56E01 0.9999 -1.90E02 7.35E01 0.9864
Body Island €g20525449 34.57 (12.69) -1.16E01 6.18E01 0.9999 -1.19E01 1.78E01 0.9201
Body €g20648369 18.18 (5.8) -4.93E02 5.96E01 0.9999 -1.10E02 7.49E01 0.9873
Body Island cg20704381 40.61 (3.96) -2.87E02 6.77E01 0.9999 -1.21E02 6.56E01 0.9813
Body Shelf (S) cg20731819 40.5 (8.09) -4.85E03 9.76E01 0.9999 -3.10E03 9.57E01 0.9982
Body Island €g22172057 30.5 (8.32) -1.71E01 3.04E01 0.9999 -6.35E02 3.08E01 0.9471
Body Shelf (S) €g22676877 45.72 (13.02) 5.97E02 8.03E01 0.9999 5.76E03 9.52E01 0.9978
Body Shelf (S) €g22912156 50.38 (3.05) -1.52E02 7.44E01 0.9999 1.19E02 5.08E01 0.9704
Body Island €g23099319 18.43 (7.29) -7.54E02 5.57E01 0.9999 -2.75E02 5.68E01 0.9755
Body €g23131974 81.9 (9.91) -8.06E02 6.67E01 0.9999 -2.75E02 6.96E01 0.9842
Body €g23179265 34.43 (4.1) 9.73E02 2.05E01 0.9999 1.84E02 4.96E01 0.9696
Body €g23384737 40.38 (7.97) -1.14E01 4.35E01 0.9999 -6.80E02 1.91E01 0.9229
Body €g23593232 21.24 (5.66) -1.55E02 8.79E01 0.9999 -8.10E03 8.39E01 0.9929
Body €g23631669 36.36 (6.84) 1.41E03 9.91E01 0.9999 3.30E02 4.71E01 0.9665
TSS1500 Island €g23684973 26.04 (12.75) 9.59E03 9.69E01 0.9999 4.14E02 6.46E01 0.9807
Body €g23695794 84.41 (8.79) 1.78E01 7.19E02 0.9719 6.45E02 8.15E02 0.8867
Body Shelf (N) €g23852670 38.64 (6.39) -2.66E02 8.00E01 0.999 -6.70E02 9.52E02 0.8939
Body €g23853507 55.85 (9.53) -3.36E01 8.89E02 0.9801 -7.78E02 3.0901 0.9472
Body Shelf (S) €g23864180 35.11 (10.25) -4.82E02 8.09E01 0.9999 -1.59E02 8.36E01 0.9928
Body €g23934139 81.09 (8.19) 1.11E01 4.48E01 0.9999 5.35E02 3.25E01 0.9488
Body Shelf (N) €g23943953 48.02 (7.94) 3.40E02 8.00E01 0.9999 -3.27E02 5.06E01 0.9702
Body Shelf (N) €g24065216 58.57 (7.97) 2.97E02 8.47E01 0.9999 -3.41E03 9.50E01 0.9978
Body €g24127345 44.94 (10.89) -2.12E01 3.5E01 0.9999 -5.34E02 5.08E01 0.9704
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TSS200 Island 924184687 6.18 (1.88) 2.40E02 3.39E01 0.9999 1.60E03 8.57E01 0.9935
Body €g24515131 77.21 (8.6) 1.42E01 3.48E01 0.9999 5.72E02 3.22E01 0.9488
Body €g24624695 49.06 (13.78) -4.50E02 8.72E01 0.9999 7.96E02 4.78E01 0.9675
Body €g24743200 88.68 (6.07) -3.03E02 7.62E01 0.9999 -3.14E03 9.29E01 0.9970
Body €g24980040 79.9 (12) -6.97E02 7.19E01 0.9999 -8.24E02 2.50E01 0.9359
Body €g25054841 53.33 (6.66) -1.81E02 8.74E01 0.9999 -4.34E03 9.20E01 0.9965
Body €g25065716 33.53 (8.46) 3.15E02 8.36E01 0.9999 2.94E02 5.95E01 0.9771
Body €g25356719 48.58 (4.25) -1.73E01 1.98E02 0.9132 -4.78E02 7.47E02 0.8818
Body Shelf (S) €g25370941 59.11 (12.43) -1.77E01 4.55E01 0.9999 -1.69E01 5.03E02 0.8633
Body €g25379549 85.36 (9.9) -5.75E02 7.40E01 0.9999 -8.55E02 1.59E01 0.9160
Body €g25430878 37.13 (5.08) 7.37TE02 3.99E01 0.9999 1.10E02 7.35E01 0.9865
Body €g25578830 51.71 (7.9) -1.81E01 1.86E01 0.9984 -1.40E02 781E01 0.9891
Body Shore (S) €g25884812 67.04 (8.54) -8.27E02 6.14E01 0.9999 1.22E02 8.38E01 0.9929
Body €g25970447 88.71 (6.23) -1.14E01 1.98E01 0.9997 -3.82E02 2.21E01 0.9303
Body Shore (N) €g26040809 40.81 (7.11) -1.90E01 1.11E01 0.9858 -7.46E02 1.12E01 0.8997
Body Shore (N) €g26059292 23.04 (6.1) 2.29E01 3.30E02 0.9447 6.23E02 1.29E01 0.9060
Body €g26345613 36.75 (9.51) 2.82E02 8.77E01 0.9999 5.83E02 3.56E01 0.9531
Body Shelf (S) €g26361041 53.94 (7.39) 1.25E01 3.75E01 0.999 7.88E03 8.73E01 0.9943
Body €g26383468 42.51 (4.92) 1.71E02 8.44E01 0.9999 8.57E03 8.00E01 0.9904
Body €g26394196 50.08 (12.07) 6.28E02 7.79E01 0.9999 -5.07E02 5.44E01 0.9740
Body €g26540630 55.87 (7.11) 3.09E01 7.51E03 0.8706 1.01E01 2.99E02 0.8423
Body Shore (S) €g26555531 58.89 (9.06) -1.06E01 5.70E01 0.9999 -5.12E02 4.58E01 0.9650
Body €g26569590 66.85 (13.32) 1.82E01 4.50E01 0.9999 3.94E02 6.83E01 0.9833
Body Island €g26619296 54.2 (10.28) -8.02E02 6.66E01 0.9999 -5.20E02 4.54E01 0.9648
Body €g26900105 75.1 (6.34) -1.66E01 2.13E01 0.9999 -3.83E02 4.23E01 0.9612
Body Shelf (S) €g26939277 16.21 (6.03) 1.66E02 8.65E01 0.9999 1.18E02 7.52E01 0.9876
Body €g27097575 47.57 (7.09) 9.43E02 4.21E01 0.9999 2.84-02 5.13E01 0.9705
Body Shelf (S) €g27117585 64.29 (6.5) -1.51E02 9.07E01 0.9999 -3.51E02 4.80E01 0.9676
Body Shelf (S) €g27299021 66.36 (8.97) 7.43E02 6.92E01 0.9999 -2.82E02 6.79E01 0.9832
Body €g27336068 17.39 (9.08) 3.91E02 7.77E01 0.999 3.48E02 4.93E01 0.9690
Body €g27354589 64.49 (16.19) 2.17E01 5.10E01 0.9999 -3.99E02 7.40E01 0.9868
Body €g27467275 28.42 (6.85) 1.19E01 3.38E01 0.9999 2.64E02 5.76E01 0.9759
Body Shelf (N) €g27517502 72.12 (9.43) -1.58E01 3.15E01 0.999 -1.66E02 7.89E01 0.9898
Body Shelf (S) €g27566842 36.04 (12.77) -4.25E01 9.72E02 0.9810 -1.66E01 4.77E02 0.8616
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TableS3 Top 20 CpGs from the epigenomade analysis of the association between prenatal PM10 exposure and placental DNA methylat
(n=668 pregnant women from EDEN cohort).

Whole pregnancy Trimester 3 Trimester 2 Trimester 1 Month before delivery Week before delivery

CpG coef se pvalue CpG coef se pvalue CpG coef se pvalue CpG coef se pvalue CpG coef se pvalue CpG coef se pvalue

cgl0537421 -0.037 0.008 1.54*106 ¢g26006117 0.030 0.006 8.14*107 cg00268547 -0.049 0.010 4.84*107 cg13885156* -0.089 0.016 6.21*108 cg06721956 0.041 0.008 1.27*106 ¢g20149973 -0.055 0.011 3.03*107
€g21540588 0.060 0.012 1.59*106 cg03367643 -0.024 0.005 6.67*106 €g20491726 0.035 0.007 1.21*106 ¢g24777762 0.007 0.001 3.78*107 ¢cg01377124 -0.024 0.005 1.63*106 cg26847756 0.001 0.001 1.08*10-6
cg13885156 -0.108 0.023 2.25*106 cg12554819 -0.003 0.001 8.50*106 ¢g05917284 -0.084 0.017 1.54*106 cg0321%816 -0.020 0.004 1.82*106 cg08605016 -0.015 0.003 4.56*106 cg00671534 -0.034 0.007 1.96*10-6
cg14762062 0.006 0.001 9.53*106 ¢g12105691 0.063 0.014 1.27*105 cg00733683 0.048 0.010 3.22*106 ¢g24563570 -0.011 0.002 3.24*106 926236655 0.045 0.010 5.12°10-6 cg04337358 0.019 0.004 3.89*106
cg07023527 0.007 0.002 1.32*105 ¢g14975237 -0.034 0.008 1.49*105 ¢g10946295 0.018 0.004 3.60*106 cg14881371 0.065 0.014 5.07*106 cg11898958 0.042 0.009 6.32*106 cg24041541 -0.013 0.003 5.30*106
cg00729885 0.0800 0.014 1.40*105 ¢g27653165 0.043 0.010 2.26*105 ¢g21789085 -0.059 0.013 1.07*105 ¢g02421175 0.072 0.016 6.69*106 cg07423651 0.021 0.005 6.89*106 cg01519094 0.017 0.004 5.72*106
cg03946297 0.077 0.018 1.45*105 ¢g18234543 -0.007 0.002 2.62*105 cg0802652 0.059 0.014 1.42*105 cg21874514 0.007 0.002 7.46*106 924957704 -0.013 0.003 7.12*106 cgl10247711 0.015 0.003 5.79*106
€g20491726 0.041 0.009 1.57*105 ¢g07882535 0.061 0.015 2.99*105 ¢g11469137 0.011 0.003 1.44*105 ¢g07388132 0.005 0.001 7.71*10-6 922933107 0.024 0.005 7.43*106 cg03531951 0.012 0.003 6.18*106
cg06803406 0.052 0.012 1.79*105 ¢g21392204 0.062 0.015 3.52*105 cgl4051535 0.013 0.003 1.47*105 cg24583468 0.027 0.006 8.41*106 €g25290938 -0.006 0.001 7.79*106 cgl17315500 -0.024 0.005 6.70*10-6
€g24215978 0.093 0.022 2.37*105 ¢g24072451 0.071 0.017 4.19*105 ¢g19061270 0.039 0.009 1.60*105 cg24233594 0.053 0.012 8.62*106 cg16694182 0.002 0.001 8.74*106 cgl19452248 0.033 0.007 7.95*106
€g20489305 -0.010 0.002 2.37*105 ¢g1521908 0.031 0.008 4.26*105 ¢g03213775 0.038 0.009 1.76*105 cg15063771 -0.034 0.008 1.10*105 ¢g12877935 0.017 0.004 9.94*106 cg02961557 0.010 0.002 8.29*106
cg06856891 0.040 0.010 2.51*105 ¢g06015834 -0.041 0.010 4.68*105 ¢g00535576 -0.037 0.009 1.78*10-5 ¢g21060925 -0.004 0.001 1.30*105 ¢g01861284 -0.002 0.001 1.04*105 cg22142922 0.021 0.005 8.52*106
cg15185458 0.005 0.001 2.51*105 ¢g03344351 -0.006 0.001 5.23*105 ¢g24925163 -0.054 0.013 1.91*105 cg12844142 0.005 0.001 1.36*105 ¢g12850636 -0.010 0.002 1.16*105 cg04933990 0.024 0.005 9.74*106
cg00589371 -0.021 0.005 2.55*105 ¢g18126247 0.031 0.008 5.49*105 ¢g20947775 0.005 0.001 1.99*105 ¢g22336401 0.008 0.002 1.49*105 ¢g20534662 -0.018 0.004 1.22*105 c¢g02078558 0.022 0.005 1.20*105
€g19324023 -0.058 0.014 2.61*105 ¢g22330935 -0.030 0.008 5.78*105 ¢gl18387198 -0.100 0.024 2.14*105 cg01556466 0.038 0.009 1.78*105 ¢g26932779 -0.004 0.001 1.25*105 cg04302388 -0.012 0.003 1.26*105
€g05602567 0.005 0.001 2.63*105 ¢g21845226 -0.017 0.004 5.83*105 ¢g15969216 0.003 0.001 2.32*105 cg04416302 0.075 0.018 2.05*105 ¢€g22910862 0.043 0.010 1.44*105 cg24719107 0.017 0.004 1.70*105
€g11742922 -0.007 0.002 2.67*105 ¢g16135936 0.037 0.009 6.01*105 ¢g17972625 -0.093 0.022 2.33*105 ¢g2221892 0.032 0.008 2.21*105 cg08474164 0.016 0.004 1.54*105 cg25353171 -0.014 0.003 1.89*105
cg13276896 0.004 0.001 2.67*105 ¢g16919517 0.004 0.001 6.38*105 ¢g10992419 -0.038 0.009 2.40*105 ¢g01789576 -0.034 0.008 2.25*105 ¢g18059802 0.005 0.001 1.61*10-5 c¢g04922971 0.027 0.006 1.99*105
€g08450965 -0.029 0.007 3.15*105 ¢g21467108 -0.027 0.007 6.51*105 ¢g18917524 -0.075 0.018 2.42*105 ¢g02003682 -0.021 0.005 2.34*105 ¢cg05958740 -0.022 0.005 1.72*105 c¢g16529599 0.012 0.003 2.09*105
cg06732687 0.043 0.010 3.25*105 ¢g08605840 -0.045 0.011 6.64*105 ¢g07751196 0.014 0.003 2.46*105 ¢g26159090 0.044 0.010 2.41*105 ¢g09412782 0.007 0.002 1.78*105 cg21807694 0.016 0.004 2.21*105

Shown are top 20 CpG sites ordered byafue; Results presented b§ 1g/m3 increase in PM exposure.

*cg significant at FDR threshold (FDR p<0.05)
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Chapitre 11l: Partie A- Approche agnostique

Table S6. Top 20 CpGs from the epigenemede analysis of the association between prenatal NO2 exposure and placental DNA methylat
(n=668 pregnant women from EDEN cohort).

Whole pregnancy Trimester 3 Trimester 2 Trimester 1 Month before delivery Week before delivery

CpG coef se pvalue CpG coef se pvalue CpG coef se pvalue CpG coef se pvalue CpG coef se pvalue CpG coef se pvalue

cg07563400 -0.047 0.009 2.53*107 ¢g13404331 -0.007 0.001 3.15*107 cgl7580614* -0.041 0.008 5.51*108 cg13885156 -0.032 0.006 1.04*107 ¢g20128365 0.003 0.001 1.67*107 cg01780943 0.006 0.001 4.53*107
€g13885156 -0.035 0.007 3.95*107 c¢gl4713933 0.006 0.001 1.51*106 cg07563400 -0.044 0.009 4.04*10-7 ¢g19709822 0.002 0.000 1.29*106 cg19685922 0.004 0.001 2.65*107 cg20684528 -0.011 0.002 6.94*107
cg17580614 -0.040 0.008 7.10*107 cg24072451 0.034 0.007 2.13*106 ¢g20491726 0.015 0.003 5.79*107 cg03730941 -0.032 0.007 1.31*106 cg14713933 0.006 0.001 7.36*107 cg10330056 0.018 0.004 8.32*107
€g20491726 0.015 0.003 2.35*106 ¢g08798933 0.002 0.000 2.48*106 cg07693262 0.028 0.006 6.39*107 920491726 0.013 0.003 4.56*106 cg26006117 0.011 0.002 9.01*107 cg23671699 -0.010 0.002 1.34*106
€g19709822 0.002 0.000 2.39*106 ¢g12303627 0.026 0.006 2.65*106 ¢g03213775 0.018 0.004 1.09*106 cg20401058 0.013 0.003 4.88*106 cg24072451 0.035 0.007 1.01*106 cg07201003 -0.030 0.006 1.36*10-6
cg03730941 -0.033 0.007 3.49*106 ¢g26006117 0.011 0.002 2.92°10-6 c¢gl15801007 0.010 0.002 2.13*106 cg20808234 -0.005 0.001 6.89*106 cg08798933 0.002 0.000 1.55*106 cg12446629 -0.031 0.006 1.55*106
cg09762582 0.014 0.003 4.43*106 ¢g13885156 -0.031 0.007 3.69*106 cgl4003978 0.019 0.004 2.66*106 cg25848060 0.0 0.000 9.51*106 cg14191673 0.003 0.001 1.56*106 cg19246065 0.009 0.002 1.87*106
cg14003978 0.019 0.004 4.48*106 cg07563400 -0.038 0.008 3.91*106 ¢gl3885156 -0.032 0.007 2.69*106 cg07563400 -0.037 0.008 9.64*106 ¢cg19791143 0.007 0.001 1.93*106 cg10334127 0.020 0.004 2.61*106
€g20489305 -0.004 0.001 6.01*106 ¢cg20489305 -0.003 0.001 4.76*106 cg09762582 0.014 0.003 3.41*106 cg27354537 0.012 0.003 1.10*105 ¢g12303261 -0.001 0.000 2.28*106 cg25353171 -0.011 0.002 3.13*106
cg07693262 0.027 0.006 6.19*106 cg12435611 0.002 0.000 5.59*106 cg11800844 0.016 0.003 4.74*106 cg09762582 0.013 0.003 1.12*105 ¢g20489305 -0.003 0.001 2.50*106 cg10537421 -0.009 0.002 3.44*106
€g24770256 0.026 0.006 8.67*106 cgl4560339 0.001 0.000 6.14*106 ¢g23705108 0.020 0.004 5.99*106 cg22341908 0.013 0.003 1.25*105 ¢g12762816 -0.026 0.006 2.59*106 cg06682383 -0.011 0.002 3.72*106
€g21540588 0.017 0.004 9.91*106 ¢g15158031 -0.009 0.002 7.85*106 ¢g20946805 0.029 0.006 6.21*106 cg26347359 0.028 0.006 1.36*105 cg04460931 0.005 0.001 3.14*106 cg05394210 0.024 0.005 3.84*106
€g25848060 0.002 0.000 9.91*106 ¢g11121623 0.028 0.006 7.86*106 cgl0946295 0.007 0.002 8.96*106 922934785 -0.020 0.005 1.94*105 ¢g02757696 -0.001 0.000 3.42*106 cg13404331 -0.006 0.001 3.96*106
€g20401058 0.013 0.003 1.08*105 ¢g27618216 0.013 0.003 8.58*106 cg01420564 0.015 0.003 9.91*106 cg09284275 0.011 0.002 2.00*105 cg13567360 0.015 0.003 4.32*106 cg08798933 0.002 0.000 4.65*106
cg07234569 0.003 0.001 1.21*105 ¢g08349602 -0.004 0.001 9.00*106 cg03730941 -0.030 0.007 1.03*105 cg03648155 -0.009 0.002 2.17*105 cg08898866 -0.014 0.003 4.32*106 cg13165070 0.014 0.003 4.67*106
cg11800844 0.016 0.004 1.37*105 ¢g18059012 0.016 0.004 9.15*106 c¢gl7531430 0.015 0.003 1.10*105 c¢g17580614 -0.030 0.007 2.36*105 ¢g21222634 -0.002 0.000 5.74*106 cg01075271 -0.007 0.001 4.73*106
cg15801007 0.010 0.002 1.38*105 ¢g02757696 -0.001 0.000 9.36*106 ¢gl3818276 0.017 0.004 1.25*105 cg24770256 0.023 0.005 2.40*105 ¢g20684528 -0.012 0.003 5.75*106 cg16378261 0.021 0.005 5.64*106
cg08798933 0.002 0.000 1.92*105 ¢g10164885 0.008 0.002 9.36*106 cg06523556 0.031 0.007 1.35*105 ¢g23671006 -0.007 0.002 2.64*105 cg07480327 0.006 0.001 6.15*106 cg01344644 -0.021 0.005 5.64*106
cgl11256628 0.016 0.004 2.10*105 c¢g15124547 -0.011 0.002 1.14*105 c¢g20401058 0.013 0.003 1.42*105 c¢g08160970 -0.013 0.003 2.66*105 ¢g01712700 -0.004 0.001 6.28*106 cg08910906 0.018 0.004 5.71*106

€g24395890 0.003 0.001 2.12*105 ¢gl11932746 0.002 0.001 1.16*10-5 cgl1256628 0.016 0.004 1.44*105 cg05635114 -0.017 0.004 2.88*105 ¢g12185908 0.002 0.001 6.43*106 cg26159090 0.017 0.004 6.26*106

Shown are top 20 CpG sites ordered byafue; Results presented by 16/m3 increase in NOexposure.

*cg significant at FDR threshold (FDR p<0.05)
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Chapitre 1l : Partie B Approche avea priori

1.! Introduction

LOobjectif de cette partaitsensiblement la meme qua prZcZdente cOéstire Ztudier le
r™le potentiel de la mZthylation de IOADN placentaire chiomarqueur des expositions

environnementalgsendant la grossesse

LOidZe ici Ztait dOZlaborer et de mettre en Tuvre une stratZgie originale permettant de cibler
efficacement certains genes compte tenu de leur Ztat dOexpression ou de mZthylation dans le
placenta. En dOautres termesisravons utilisZ une approcheriori, basZe sur I0intZgration

de connaissances biologiques sur IOZtat dOexpression et du gZnome sans toutefois ¢

restreindre des voies de signalisatispZcifiques.

En effet, IOapproclsansa priori peut stre limitZe dans IOinterprZtation des rZsultats du fait de
la considZration dOun tres grand nombre de sites CpGs et de leur potentielle

interaction/corrZlation difficilement prise en compte dans ce genre dOanalyse.

LOoriginalitZ deotre approche repose sur le fait que nous ne faisons pas dOhypagihiese

sur des pathways Zventuels qui seraient impliquZs dans les associations entre expositions
environnementales et issues de grossesse mais plut™t sur le fait que nous cherchons °
idertifier des rZgions gZnomiques propres au tissu placentaire qui seraient potentiellement

sensibles " la pollution de 1Qair ou aux parametres mZtZorologiques.

LOintZgration de connaissances biologiques autres que des pathways dZj" identifiZs dans les
analyss dOassociation ZpigZnZtique ~ IOZchelle du gZnome semble pertinente pour identifiel
de nouvelles voies ZpigZnZtiques en association avec les expositions environnesentales

donc avec les Zvenements de santZ.

Ces travaux ont ZtZ rZalisZs et se poursuiveoollaboration avec I0Zquipgp@ZnZtiquest
Signalisation @llulaireE situZedans le meme centre de recherasns lequel jOeffee ma

these, 10institut pourA@ancZe des Biosciences (IAB) ~ Grenable
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Chapitre 1l : Partie B Approche avea priori

2. MZthodes

LOapproche HarZe dans cette partieposesur 10intZgratinde connaissances biologiques
sur la relation &pigZnomexpressiork dans le placentgui nous permet) dOidentifier une
ou plusieurs listes de genestentiellement cibles @g@omalies ZpigZnZtiques en lien avec les
expositionsenvironnementales, e) 8@tudierle niveau de mZthylation deAION dans leurs
rZgions rZgulatrices respectiwrsassociation avec |[Oexposition aux poliUdek et PMy et

aux parametres mZtZorologiques tempZrature et hum@i& travaux reposaiengalement
sur IO0Zchantillon des 668 couples remant de la cohorte EDEN dZcrit dans la partie A du

Chapitre .

2.1MZthodes dOidentification des genes

Dansnotreapprochea priori, deux mZthodes ont ZtZ mises en place

1-! Identifier une liste des genes forbent exprimZs dans le placenta au terme de la
grossesse (spZcificitZ et prZdominance dOexpression) et, peu ou pas exprimZs dans u
autre tissu. Gr¥%oce ~ é&2ploitation de donnZes transcriptomiqugsubliques
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/ : Ztudes GSE3526 GSE18809, GSE7434,
GSE9984)OZquipe fpigZnZtiqueest Signalisation CellulairEa pu dZfinircette liste
de genesE partir des donnZes de ces Ztudes groupZes, normalisZes et comparZes les
genes montrant une prZdominancexg@ession dans le placentatérme ont ZtZ
sZlectionnZs.

2-1 Une deuxismemZthodeciblant les genes dont ADN des rZgions rZgulatrices est
fortement mZthylZ. Cette wdeme approche est basZe sur IOhypothesgngiv@au
de mZthylation Zlevdes rZgions riches en CpGs (ou CpG islandisdas parties
rZgulatrices de ces genes serait responsable de leur rZpression (ou non expression) et

par consZquent ces genes pourraient otre plus susceptibles dOstre affectZs par les
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Chapitre 1l : Partie B Approche avea priori

changements de mZthylation. Ainsi, ~ partir de nos donnZes dglatifith dans le
placenta (puce llumina) nous avons sZlectionnZ les genes dont le niveau de

mZthylation est ZlevZ (>80).

| APPROCHE AVEC A PRIORI

v
PucCE ILLUMINA 450K

| |

MZthode 1 MZthode 2
Genes fortement exprimZs danglacenta CpGsislanddansla puce
(n=9272) (n=78979)
CpGsdans la puce CpGsdontle niveau de mZthylation est >%0

Figure 7. Processus de sZlectiates CpGs selon IQapproclaec Ca priori E.

2.2Analyses dOassociation

Une foisles 2 listes crZZes, des mZthodes de rZgression linZaire robuste oSty ptaise
pour Ztudier les relations entre les polluants VNG, la tempZrature, IOhumiditZ relative
et la mZthylation de IOADN placentaire sur les diffZrents sites CpgsnessidentifiZs dans
la liste 1 et sur les diffZrents sit€pGs identifiZs dans la liste Res tests multiples ont ZtZ
corrigZs " 10aideritere de Benjamini and Hochberg (FDRl.e seuil de signification retenu

Ztait 5%.
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Chapitre 1l : Partie B Approche avea priori

Pour les polluants et les pardres mZtZorologiques, nous nous sommes intZressZs aux
memes fenetres dOexposition pendant la grossesse dZcrites dans I0approche agnlastique
partie A du Chapitre Ili jour 1 ~ 3, la semaine et le mois prZcZdent la naissance, les

trimestres de grosseset la grossesse entiere.

Nous avons testZ (1) IQeffet simultanZ de la tempZrature et de IOhumiditZ et (2) I0effet propi
de chaque polluant ajustZ sur les parametres mZtZorologiques. Tous nos modsles Ztaient
ajustZs sur lesovariablessuivanes: le see de I0enfant, la paritd, (,! 2 enfants)|0%.ge
maternel” la fin des Ztudeg" 18, 1920, 2122, 2324,! 25 ang, la saison de conception, le

centre dOZtude (Poitiers, Nancy), IQindice de masse corporel de layfoam, (O%.ge de la

mere (annZes), le tabagisme matemehdanta grossesse (nombre moyen de cigaseite

jour) et la durZe de gestation. Nous avons Zgalement ajustZ sur les facteurs techniques des

mesures de mZthylation tels que le lot, la plaque et la puce.

3.l RZsultats

3.1MZthodel

Description de la liste des3%7 GbGsprovenant des gendsrtement exprimZs dans le placenta

Un quart des sites CpG ont un niveau de mZthylation infZrieur ~ 0,05 et un quart ont un

niveau de mZthylation supZrieur ~ O{g2bleal?).

Tableau 2. Distribution du niveau de mZthylation, n=857 CpGs.

" # $" # %$'# $!" # &$"# "# '$" # (mo#

D& #  )I%$#  DIS*#  D+$# Do%HE N)-(#  )$-#  )* #

On observe une distribution plut™t bimodale des niveaux moyens de mZthylation. De plus,
globalement, les sites CpG dont le niveau moyemdthylation est faible ou ZlevZ ont une

variabilitZ faible(Figure 7. A, B).
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Chapitre 1l : Partie B Approche avea priori

Figure 8. Histogramme des niveaux moyens de mZthylation de sites CpG (A) et distribution des niveaux de
mZthylation selon la moyenne et Kdart-type (B)

RZsultats des analyses dOassociation

Dans cette premiere mZthode, nous avons iderd#& associations significatives ~ 10Zchelle

de 10ZpigZnonEDR pvalues < 05) entre une diminution de la mZthylation de IOADN et
IOexposition auklO, (Tableau 3). Deux CpGs Ztaient significativement associZs aux NO
pendant la grossss entiere et les 3 trimestres, et Ztaient localisZs tous deux dans le corps du
gene ADORA2B(chromosome 17). Deux autres CpGs Ztaient significativeassotiZs aux

NO, pendant le trimestre 2, et Ztaient respectivement locatissis le corps du gene
B4GALT1(chromosome) et dans la rZgion promotrice du g®BEESCI1(chromosome 3).

Enfin, un CpG (cg15158031) Ztait significativemassociZ aux NOpendant le trimestre 3,

et Ztait localisZ dans le 3OUTR du gAfRID3A (chromosome 19)Concernant les Pl la
tempZrature et IOhumiditZ relative, aucune association significative avec la mZthylation nOZtai

trouvZe.

Le gene ADORA2B a dZj" ZtZ dZcrit dans |Qapproche agnostixams. la littZrature,d gene
BPESC1a ZtZ identifiZ au point d'arret d'une translocation associZe ~ une maladie gZnZtique
rare, appelZélZpharophimosis, ptosis, inversus Zpicanthus et tZIZcaR&ES), qui est

associZe " l'infeititZ fZminine (De Baeretal. 2000)
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Tableau 3. CpGs significativement associZs " IQexposition prZnatale au NO=668, EDEN).

wy g &(O(&S nggn 7 . .
"#E L Osios 23® "# $ | 4% 56'$  RP7.-#$  2$<H

K $ 3#H&E"" $ $ $ $ $ $
(&t ($,+'$$* # J1&P*-+!I £ 1"#$1%& ¢+ QN+& # ' # $)*+10&# NN% #
(&t ($,+'8(% # J(&$,*(+ £!"#$!%& ¢+ QN+( # L # +)&10&# NN% #

# # # ' # # # #

K $ 6#(>:)#:$?7% $ $ $ $ $
(& ($,+'$S* # &S+ #1"#$106& * Q)+- # DI #  (OCFLO*# D& #
(&F ($,+'B(% # J(&S$,*(+ #I"H$I%6& ' Q)+ #  DN& # ()*%0*#  HI& #

# # # ' # # # #

{ $ 6#(>:"H#: S ' # # # #

(&F ($,+'$S* # JI&S -+l #1"#$I%& #+ Q)++ # DI #  +H)+10&# I %
(&S H#J(++-(S £ &0+ H# QWS # DI+ # %)%A$H  )+&H#
(&F ($,+'$(% # J&S$,(+ #I"#$I%& + QU+( # DL #  $)$(10, # I #
(-, %(&&YE J%I++1$ # &0, ' D% #  DIx #  Fop(0* # D& #
: # o # # # # # #
g $  GHOWMYH  # # # # #

(& ($,+'$$* # NI&S* -+ £1I"#$l%& £ Q)-, # O # )L @ # N #
CF '&%-+# JSS)-( #1120 # QU # DN # &)$10*H# N #
(&F ($,+'$(% # J(&S$,*(+ #!"#$1%&¢ Q- # DL #  £)(-10$# NI$, #

" Coefficientde la rZgression

* Pour une augmentation dOune unitZ d2NO

aET: Zcart type

p FDR: p-valeur apres correction des tests multiples en utilisant la mZthode du False Discovery Rate

3.2IMZthode2

Descriptionde la liste des 6 837 CpGs provenant des genes forten#hylZslans le placenta

LOensemble deites CpGde la mZthode 2nt bien un niveau de mZthylatiosupZrieur

0,80 etla moitiZ dOentre eortun niveau de mZthylation supZrieur 9@(Tableaud).

Tableau 4 : Distribution du niveau de mZthylation, n=6837 CpGs.

" # $" # %$'"# $!" # &$"# "# '$" # e #

DI # DG # D& H# LY w LY $# LS Y&l 1), 1#

Le niveau moyen de mZthylation de cette liste de CpGs est de 0,91. On ojosephes les
sites CpGont un niveau moyen de mZthylation ZlevZ (€Gdis¢ proche de 1) et plus leur

variabilitZ est faible (Figure 8. A, B).
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Figure 9: Histogramme des niveaux moyens de mZthylation de sites Gp(A) et distribution des niveaux de
mZthylation selon la moyenne et I0Zcdype (B)

RZsultats des analyses dOassociation

Dans cettesecondemZthode, nous avons identifille augmentatiorsignificative de la
mZthylation de IODADNour un CpG en associati@vec une exposition aux N@u cours du
mois prZcZdant la naissance (FDRajue< 005, Tableaus). Ce CpG nOZtait pas localisZ sur
un gene prZcis, nZanmoins ce CpG est danslain(chr9:3301992:3302014% sur le
chromosome 9 Concernant les PM, la tmpZrature et IOhumiditZ relative, aucune

association significative avec la mZthylation nOZtait trouvZe.

Tableau5. CpGs significativement associZs " IQexposition prZnatale au NO=668, EDEN).

" %&'()(&$ g 7 . .
I I I I -

I"# § +-()$/0% 123 $ "#' $ 4% 56'$ LD7..-#$ 2%.<$
$ # A&($ # # # # #
"H#O-ICS # (& ¢ G DI #$),10%4 0$*1a*# H('& #

" Coefficient de la rZgression

* Pour une augmentation dOune unitZ du NO2

2ET: Zcart type

® PrZcZdant la naissance

p FDR: p-valeur apres correction des testsultiples en utilisant la mZthode du False Discovery Rate
#
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4. Conclusion

Cette approchea priori est nouvelle et originale, car elle integre des connaissances
biologiques sur I0Ztat dOexpression des genes, ce qui permet dOune part de rZduire IOabonda
dOinformation (sites Cp@}t dOautre partidéntifier une ou des voie(s) particuti(s) de
rZgulation du niveau d&bression de genes dans le placenta en lien avec la mZthylation des
CpG de leurs rZgions rZgulatrices pouvant stre affectZe(s) par lagoo#itibu les conditions
atmosphZriquestout en ne restreignant pasri@lyse ~ des pathways spZcifiques dZj

identifiZs dans la littZrature.

Concernant les rZsultatsgintification du geneADORA2Bdont le niveau de mZthylation est
nZgativement assatiavec la pollution dans les 2 approches (agnosticaig@mbri) conforte
IOhypothese que ce gengson niveau de mZthylatioet potentiellement son niveau
d@xpression)pourrait stre un biomarqueur des expositions ~ la pollution de 1Qair. Il serait
intZressant par la suite de regarder son lien et son implication avec les issues de grossesse afin
de voir sOil pourrait «tre un potentiel mZdiateur des effets des expositions environnementales

sur les rZsultats indZsirables de grossesse.

Compte tenu de la conaance des rZsultats observZs dans les 2 approches, la discussion sera

complZtZe dans la discussion gZnZrale.

Enfin, les travaux en collaboration avec I0Zquipe de biologie se poursuivent notamment avec
la mise en place de nouvelles listes de genes, conanexemple les genes dont le niveau
d@xpression varie de manisre significative pendant le dZveloppement placentaire au cours de

la grossesse {1.2™° et 3™ trimestre).
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Discussion GZnZrale

1.! RZsumZ et apportlela these

Cette these visaif Zvaluer |Oeffet de I0exposition maternelle pendant la grossesse aux
conditions mZtZorologiques sur les issues de grossesseque |Oeffet des expositions in
utero aux polluants de IOair et aux conditions mZtZorologiques sur la mZthylation de IOADN
placentaire.Ce deuxisme objectif visait identifier de nouveaux mZcanismes biologiques
pouvant potentiellement expliquer les effets des expositions environnementales sueges iss

de grossesse indZsirables.

Nous avons misen Zvidence un poids de naissamtus faible en association avec une
exposition prZnatale ~ des tempZratures plus Zlewekste association sOobsenantout

pour des expositionslu milieu et de lafin de la grossessell en Ztait de meme pour
I@xposition prZnatale ~ des niveauwhd@iditZ relative plus ZlevZs pendant la grossesse. En
revanche, aucunassociation entrees expositions environnementales pendant la grossesse
avecla prZmaturitZ et la durZe de gestati@ra ZtZ identifiZ8es rZsultats prZsentent pour la
premiere foislOinfluenceropredes expositions prZnatales ésdniveaux dOhumiditZ relative
sur les issues de grossesks autres Ztudes sur ce theme ayant ajustZ sur le niveau

dOhumiditZ mais nOayant pas spZcifiZ lesAféatrielsle cette exposition.

Bien quenos premiers travaux suggerent un effet dZIZtere de IOhumiditZ relative sur le poids
de naissance, il existe trop peu dOZtudes " ce jour pour certifier dOun tel effet. Il est donc
nZcessaire que les futures Ztudes approfondissent cette recherche d@ane\adider ces
rZsultats et dOautre part, si un tel effet existe, pour permettre la mise en luvre de mesures de
prZventionafin dOZviter lesonsZquencedOune rZduction du poids de naissancéa santZ

du bZbZBien quOil soit impossible de modifier taux dOhumiditZ relatif ~ 10extZrieur, il

existe diffZrentes fasons poepntr™lefe taux dOhumiditZ relatif ~ 10intZrieutesjuOune
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bonne aZration quotidienne de son logement ou encore IQutilisation dOun humidificateur ou

dZshumidificateur.

LOaalyse des liens entre expositions environnementales et mZthyafith abordZe selon

deux approches diffZrentesine approchagnostique 10Zchelle du gZnome entier une
approcheavec a priori, basZe sur des connaissances biologiguesa permisde se
concentrer sur un plus petit nombre de sites CpG que nous considZrons biologiquement
pertinents Les rZsultats de la premierapprocheont mis en Zvidence, dans le tissu

placentaireune baisse de mZthylation de IOADN :

- pour le gsneADORA2B en assdation avec une exposition prZnatale auxg§éndant

le second trimestre de grossesse,

- pour le g-neADARBZ2 en association avec une exposition prZnatale auy EIMNG,

pendant le premier trimestre de grossesse.

En revanche, nous nOavons identifiZ aiassociation significative entre la mZthylation
de IOADN et une exposition prZnatale " la tempZrature ou IOhumiditZ relative. Ces premiers
rZsultats sontjlobalement cohZrentsvec ceux trouvZs dans la seconde approeke a
priori, dans laquelle nous ams Zgalement observZ une baisse de la mZthylation de IOADN
placentaire pour le gesnADORA2Ben association avec une exposition prZnatale aux NO
pendant la grossesse et chacun des trois trimestres de groAseefe connaissance, tres
peu dOZtudes didZmiologie environnementale ont considZrZ une approcheaaggori
telle que celle utilisZe icpriginellementdZveloppZe par 10Zquipe dOZpigZaAteunotre

centre de recherche

Ces travawnovateurs proposent de nouvelles voies biologiques possiimegrnantes
effets des expositions environnementales pendant la grossesse sur la santZ en tout dZbut d

vie, mais aussi ~ plus long termBe plus, bien quOil nOy@as dOZchantilleme rZplication
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disponibles, lsseconde approchear des cheminsiffZrents, met en Zvidence des rZsultats
similaires " la premiere approche. Cela conforte les rZsultats trobiensque les deux

analyses ne puissent stre considZrZes comme indZpendantes.

Le geneADORA2Ba ZtZ associZ dans la littZrature ~ lafuiAmps et thypoxie de la
femme enceintéAcurio et al. 2014 Iriyama et al. 2016 DOailleurgyn signal excessif de ce
gene dansle placenta induit potentiement une insuffisance placentajreonduisant
Zgalement " la physiopathologie de la-g&ampsiemais aussi ~ un placenta e fit us
plus petis et enfin ~ une restriction de la croissance fitalBien que IOimplication du
gene ADARB2nOait pas ZtZ ZtudiZe " ce jour, il a ZtZ suggZrZ quOil pourrait jouer un r™le
rZgulateur [OZdition de IOARN. lageainsi impliquZ dans les troubles mZtaboliques chez
|Oadulte tels que la circonfZrence abdominale, IOindice de masse corporelle et le taux de
triglycZrides sZriquegien quOQil faille «tre prudent, ceci pose la question dOeffets possibles
de la pollutim atmosphZrique sur la croissance de IOenfant et la survenue de troubles
cardiaques ou mZtaboliques. Un petit nombre dOZtudes ZpidZmiologiques rZcentes ont suggZ
que les niveaux de pollution atmosphZrique pendant la grossesse pourraient stre associZs " |
prise de poids dari®enfancélerrett et al2014). UneZtude toxicologique aupres de lapines
gestantsa rZcemment suggZrZ un effet de IQexposition aux fumZes depeiekeit la
grossesse sur les niveaux de cholestZrol et de triglycZrides de ldigZe2rgpetit fils de la

lapine exposZd)/alentino et al. 2016).

Les mZcanismes molZculaires pouvant expliquer les effets des expositions sur une

altZration de la mZthylation sont encore peu connus et des recherches futures sont nZcessaires

1RE
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2.1 Aspects nZthodologiques

De nombreuses Ztudeoncernant les effets de IOenvironnement sur les issues de
grossessee sont appuyZes sur des registres de naissance, qui recueillent peu de donnZes su
les facteurs de confusion potentiels, et ont caractZrisZ |Qexpogiirtir des concentrations
mesurZes par les rZseaux fixes de surveillance de la qualitZ de IQair, qui fournissent une

rZsolution spatiale limitZe.

Mes travaux de these reposaient sur les deux cohortes-enfants franeaises EDEN et
PELAGIE, qui prZentaient IOavantage de possZder un large Zventail de donnZes sur les issues
de grossesse, le dZroulement de la grossesse et les caractZristiques sociodZreogtaphiqu
socioZconomique de la merda contrepartie par rapport aux Ztudes sOappuyant sur des

registres de naissance Ztait un effectif plus limitZ.

2.1!Prise en compte des facteurs de confusi@otentiels

Gr%oce aurformationsdZtaillZesjuOoffrent les 2 cohortes, nous avons pu ajuster sur de
nombresescovariablesmportanes tels que 10%.ge, la talkepoids et le niveau dOZducation
de la mere mais aussi le tabagisme maternel, la saison et IOannZe de conception. Cependant,
dOautrefacteurs, tels que la consommation dOalcool ou encore le comportement alimentaire,
nOont pas pu stre pris en comptét ~ cause dOun trop grand nombre de damzaquantes
soit parce quOune homogZnZisation dans le codage de ces variables nOZtait pas faisable en
EDEN et PELAGIE Cela petientraher une erngr dans IOestimation des eff@ar exemple
le comportemenalimentaire est diffZrersielon les rZgions et probablement aas&in quOil

fasse chaudroid, sec ou humide.
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2.2 Estimation desexpositions

En ZpidZmiologie environnementale, en particulier pour la pollution de IOair, IOestimation
de 10exposition indiiielle estin enjeumportant Il est pertinent, dans I0idZal, de prendre en
compte la forte variationspatiotemporelle des polluants, ainsi qu®influence des
comportements individuels sur IQOexposition personnelle. LOerreur de mesure sur IOexpositiot
peut stre source de biais importants dans IQestimation des effets de la pollution de IOair sur la
santZ. Le modsle de dispersion ADMSBban utilisZ dans ces travaux de these prZsente
|IOavantage dOestimer plus finement IOexposition maternelle ~ la polldiffifrentes
Zchelles spatiales et temporelles. Cependant, ce modsle dOexposition ne prend pas en compt
le budget espacemps de la femme, ni IQexposititans |8ir intZrieurce qui induitune
erreur de mesureLes niveaux de N@Odans |Qair extZrieur gttZrieur peuvent varier,
notamment du fait de IQexistence de sources intZrieures,dmiNMe les cuisinieres " gaz.
Concernantles conditions mZtZorologiques, de nombreuses Ztudes se sont basZes sur les
mesures dOune station mZtZorologique uniqueqBénos travaux prZsentent IOavantage de
disposer dOun grand nombre de stations mZtZo rZparties sur IOensemble du territoire franeai
IOexposition estimZe par la station la plus proche du domicile de la femme peut ne pas reflZter
|Oexposition ~ IOadresseacte du domicile. Comme pour la pollution de IQair, les conditions
climatiques mesurZes en extZrieur restent des indicateurs imparfaits de [Oexposition
personnelle, puisquOils ne prennent pas en compte if@xpuZrieure On peut penser que
IGerreurZsultante estle type BerksonlorsquelOexposition est mesurZe au niveau de la
population avec une station centrakt que lessujets sont rZpartis autour de la station
(Armstrong 2008)Une erreude type Berkson est donc plausible dans notre cagjyaula
meme station est utilisZe pour toutes les femmes qui vivent ~ proximitZ de cette station. Dans

le cas spZcifiqgue dOune erreur de type Berkson, la puissance de IOZtude est rZduite et I
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intervalles de confiance sont moins prZcis, mais on nOobsasvelep biais dans les

coefficients de rZgression linZaf#&eger et al. 2000)

2.3MMesure dela mZthylation de IOADN

LOutilisation de la pucBumina pour mesurer la mZthylation de IOADN est en plein essor
et donne la possibilitZ dOZtudier une multitude de sites CpG sur le gFesmennZes
issues de IOutilisation des hiops sont soumises ~ de nombreusesurs de mesuréslles
que ceux liZ§ 10effet de lot ou de pucelgich effeck @ GEhip effecE en anglais) (Asssi
2015).Ces derniers ne sont pas encore bien connus et caractZrisZs. Des Ztapes de contr™
qualitZ et de normalisation sont nZcessaires et rZalisZes afin de corrigerieide pag biais
avant la rZalisation des analyses statistiques. Dans nos travaux, la mZthode de correction et de
normalisation utilisZ&ouleimat and Tost (2012)e prenait pagn compte le biais potentiel
iz ~ 10effetCBatcHE. Nous avons donc ajustZ nos modeles de rZgression sur les facteurs
techniques tels que la puce et le lot afin de le minimiser. De nouvelles mZthodes de correction
et de normalisation sont recherchZes et publiZes frZquemment dans le but dO&mZliore

qualitZ des donnZes produites.

Si IOapproche de I0ZpigZnome entier prZsente I0avantage dOetre une appoote sans
et dOZtudier la mZthylation de IOADN ~ grande Zchelle sur le gZnome/Zeltenoins de

consZquences en termes de comparaisoitiples et de risque dOassociation fortuite.

I 1 Comment limiter les biais rZsultant des tests multiples dans le contexte de variables
corrZlZes.
DOapres Dylan Asssioisque plusieurs tests statistiques sont rZalisZs simultanZment, on

sOexpose ~ deux typdOerreurdOerreur de premisre espece (ntiZaux de faux positifs) et
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IOerreur de seconde espece (®ptiAux de faux nZgatifs). Le faux positif correspond au fait

de rejeter IOhypothese nulle testZe alors quOen rZalitZ estierraie. E I0invse, le faux

nZgatif correspond au fait de ne pas rejeter IOhypothese nulle testZe alors quOen rZalitZ celle
est fausse. Les analyses dQassociation ~ 10Zchelle de |IOZpigZnome e(E/ASHt
|Oapplication dOune multitude de tests statistiques diufgitand nombre de sites CpGs
(environ 426000 CpGs, multipliZs par le nombre dOexpositions et fenstres considZrZes soit
plusieurs millions de testsCe type dOanalyse nZcessite dOadopter un seuil statistique bas
pour identifier une association significeg et limiter les faux positifs et donc conclusions
erronZes. Les deux principales mZthodes, utilisZes pour parer ~ ce probleme de tests
multiples, se basent sur le taux dOerreur global (FWARily-Wise Error Ratgou sur le

taux de faux positifs (FDRFalse Discovery Raje

Parmi les FWER, la mZthode de Bonferroni est la plus simple et la plus utilisZe. Cette
mZthode consiste ~ corriger le seuil de significativifZen le divisant par le nombre de tests

indZpendants effectuZs (ndty:

se d

Cette mZthode est faface pour Zviter les faux positifs lorsque 10on rZpste un tres grand
nombre de tests. Cependant, elle est optimale dans le cas o+ il y a une indZpendance entre les
tests rZalisZs. Dans les EWAS, on sQattend ~ ce que les sites CpG mesurZs sur le gZnom
sdent corrZIZs selon la rZgion " laquelle ils appartiennent. Dans cette situation, cette mZthode
devient trop stricte et implique une augmentation du nombre de faux nZgatifs soit une perte
de puissance. La mZthode FDR se prZsente comme une alternatigerireale probleme

afin de garantir un taux de faux nZgatifs bas. Si cette mZthode semble stre mieux adaptZe que
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celle de Bonferroni, elle ne prend malheureusement pas en compte la dZpendance potentielle
entre lediffZrents sites Cp&'.

Une simulation, rdlisZe dans le contexte de IOexposome avec 237 covariables ayant un
niveau de corrZlation de 10ordre de ®1@,15, a montrZ un taux de faux positifs tres
supZrieur ~ 5 % (supZrieur ~ 90 % en gZnZral) lorsque I0approche EWAS avec la correction
de Bonferrmi, ou dOautres corrections, ZtdilisZe (Agier et al2016 Il appara’ donc
nZcessaire dOutiliser dtivelopper de nouvelles mZthodes de correction prenant en compte
cette dZpendanc®es mZthodes de sZlection des variables ou de rZduction de donnZes
semblent plus efficaces du point de vue de la limitation du taux de faux positifs.

De plus, selon leur position et leur proximie sites CpG sont plus ou moins corrZIZs. Les
mZthodes de rZgression utilisZes dans ces travaux de these ne prennenbpgesoe type

de probleme. DQalilleurs, ~ ce jour, il existe tres peu de mZthodes statistiques permettant de le

faire pour les sites adjacents.

2.4)CaractZrisation de la mZthylation de IODADN

La puce llumina 450K est une des premisres puces ~ mesurer la yiatibn de IODADN
au niveau du gZnome entietr est abordable en termes de prix. NZanmoins, elle mesure la
mZthylation de IOADN seulement sur une petite portion des sites CpG du girmnsede
2 %. Cela implique quOil est possible de passer ~ c™tZ bieenwsites CpG potentiellement
sensibles aux expositions environnementales et responsables dOune pathologie. Tres
rZcemment, une nouvelle puce a ZtZ commerciaMédtar et al. 2016 mesurant cette fois
ci environ 85@00 sites CpG sur I0ensemble dwgin Bien que les CpGs mesurZs soient

mieux rZpartis sur gene, cela ne reprZsente encore ueedgZnome.

' Asssi Dylan, Gf pidZmiologie ZpigZnZtique de biomarqueurs du risque eaaditulaire intZret de I0Ztude de
la mZthylation de IOADN " partir dOZchantillons sanguifitiese de doctorat en SantZ PubligugZnZtique
statistique, sous la direction de Da¥Atexardre Tregouet, Paris Saclay, 2015.
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Le sZqueneage "~ haut dZbit est une autre mZthode qui permet de mesurer la mZthylation
de I0ensemble des sites CpG du gZnome, et donc dOobtesyirZsentation optimale du
mZthylome. Cependarle coZt est bien pluZlevZque celui de la puce utilisZe ici, ce qui
aurait limitZ la puissance statistiquetamment dans le cadre dOZtudes ZpidZmiologiques oe
le nombre de sujets petite important.Bien que nous ayons un effectif plus ZlevZ par

rapport aux Ztudes publiZes sur ce sujet, la puissance statistiqaepristeencore faible.

2.5IMZthylation de IDADN dans un autre tissu

Les marques ZpigZnZtiquesient: i) dOun tissu Datre, chez un mera individu ;ii)
dOun individu ~ IOautre dans un meme type cellulaire ; et iii) au cours du temps chez un meme

individu et dans un meme tissu.

Le placentaest par dZfinition)e rZgulateur maitre de I0environnement-iniZain du fait
de son r™|e centdes Zchanges materfitaux . En sOappuyant sur le placenta, notre Ztude
nOa pas eu besoin dOavoir recodes cellules sanguines pour caractZriser la mZthylation,
une des critiques majeures en ZpidZmiologie ZpigZnZiqedtet,un enjeu liZ ~ IQuisation
d@chantillons de sang est la mixitZ de la composition cellulaires diffZrents types de
cellules peuvent avoir diffZrents niveaux de mZthylatidtar ailleurs, la composition
cellulaire varie entre sujets, par exemple du fait dOune infddtiersolution parfois adoptZe
est de corriger les analyses sOappuyant sur des prZlsvements sanguins sur la compositior
cellulaire Joubert et al. 20)6Le placentgpara’tdoncetre un tissupertinent pour IQanalyse
des modifications ZpigZnZtiques pendémt grossesse en lien avecs leexpositions
environnementales, puisquOil permet de sOaffranchir de ce probleme et est relativement facile

" recueillir.

171



Discussion gZnZrale

2.6/Autres mZcanismes ZpigZnZtiques possibles

Il est Zgalement possible dOZtudier dOautres types de neacZpigiinZtiquegue la
mZthylation de IOADKels que IOARN ou bien les protZines comme les histones. LOADN
mitochondrial (ADNmt) peut aussi prZsenter un nouveau mZcanisme pertinent ~ Ztudier dans
les effets des expositions environnementales sur les isggugsossesse. En effet, dans la
cohorte de naissances ENVIRONAGE, les travauxJdessen et al2015) ont mis en
Zvidence que des modifications ZpigZnZtiques du gZnome mitochondrial, en particulier dans
la rZgion MFRNR1, pourraient mZdiesensiblement IQassociation entre IOexposition aux
PM.s pendat la gestation et le contenu de IDADNmt placentaire. Cela pourrait reflZter des
signes de mitophagie et la mort mitochondriale. Dans cette meme coBogiggndonk et al.
(2016)ont montrZ que IOexposition " la pollution atmosphZrique par les particules en dZbut de
vie joue un r™le dans IOaugmentation du stress oxydatif systZmique, au niveau des
mitochondries, " la fois chez la mere et le fitus. Dans dezohortes europZennédlemente
et al.(2016)ont quant ~ eux Ztabli que le contenu ADNmt pouvait «tre un des mZdiateurs de
IOassociation enti®exposition ~ la pollution de IQair (notamment)N@ le poids de

naissance.
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3. Conclusion et perspectives

Plusieurs prolongements ™ notre travail sont possibles.

Concernant les Zvenements de santzous avons considZrZ que le poids de naissance.
Bien que &cilement mesurahlde poids de nasance est un indicatearposterioride la
croissance fitale. Il ne permet pas de prendre en compte IOZvaletiencroissance fitale
au cours de la grossesg®lama et al. 2009)ll serait intZressant dffiser des mesures
Zchographiques rZalisZes plusieurs fois au cours de la grossesse puisque ces donnZes so

disponibles.

Concernant |Qanalyse statistique une perspective intZressante, que nous avons
commencZe " traiter, est I0Ztude de la mZthylatithAd@N comme potentiel r™le mZdiateur
des effets des expositions environnementales sur les issues de grossesse. Cela nZcessit
IOutilisation dOanalyses de mZdigtaieri et al. 201R Par ailleurs, il serait pertinent de
prendre en compte le contexteraliurbain, puisquOon sQattend ~ ce que les expositions
varient selon le milieu o 10on se trouve. Il influence Zgalement le cadre de vie et les

comportements de santZ des populat{Bestin 2015)

Concernant la caractZrisation des expositionsModZliserlOexposition aux conditions
climatiques, plut™t quOutiliser les stations les plus proches du domicile, permettrait dOavoir
une estimation de IQexposition individuelle de chaque femme " IOadresse de son domicile
comme pour [Oexposition " la pollution dein@rendre en aopte le budget espatemps et
les expositions intZrieures des femmes enceintes dans |Oestimatioexpdsitions

environnementalepermettraitde minimiser I0erreur de mesure de IOexposition.
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Concernant la mZthylation de IOADN Compremire la base biologique et les
implications de ces profils de mZthylation modifiZs qui ne sont ~ IOheure actuelle pas encore
tres claires, de maniere = mettre en Tuvre de meilleures approches prZventives et

thZrapeutiques.

La programmationZpigZnZtique deissus fitaux et placentaires nOest pas seulement
essentielle pour la survie, la croissance et le dZveloppement du fitus, elle IOest Zgalement

dans la programmation ultZrieure de la santZ.

Notre travail illustre le potentiel offert par 10ZpigZnZtique et¥ semvironnementale,
notamment pour suggZrer des mZcanismes dOactions des polluants environnementaux e
fournir des pistes quant aux effets ~ long terme possibles de ces expositions. Il illustre aussi
les enjeux mZthodologiques et difficultZs de ce chatamt, pour ce qui concerne la
caractZrisation des marques ZpigZnZtiques, le choix du tissu, le design dOZtude, que le

analyses statistiques.

Les avancZes sur la comprZhension des mZcanismes ZpigZnZtiques et de leurs liens avec e
expositions environnemeaies et les maladies bZnZficieront ~ I0ensemble de la recherche

mZdicale.
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