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Comprendre les relations entre les conditions environnementales et la santŽ est un 

enjeu majeur de santŽ publique pour les sociŽtŽs modernes. De nombreux facteurs 

environnementaux tels que la pollution atmosphŽrique, la pollution de lÕeau, les conditions 

mŽtŽorologiques, la consommation de tabac, le rŽgime alimentaire, contribuent de fa•on 

significative en tant que facteurs de risque de morbiditŽ et de mortalitŽ ˆ lÕŽchelle mondiale 

(OMS a). Ë lÕheure actuelle, le changement climatique et la pollution atmosphŽrique (ou 

pollution de lÕair) sont au cÏur des prŽoccupations environnementales (OMS b). 

Historiquement, la pollution atmosphŽrique a considŽrablement crž du fait de la rŽvolution 

industrielle. De nos jours, les principales sources de pollution proviennent du trafic routier et 

du chauffage domestique. LÕair que nous respirons est un mŽlange complexe de polluants 

visibles, comme la poussi•re et la suie, et invisibles en majoritŽ, comme les petites particules 

et les gaz. Si la qualitŽ de lÕair dŽpend de lÕŽmission de substances polluantes par diffŽrentes 

sources, elle dŽpend aussi du climat et notamment des facteurs mŽtŽorologiques (tempŽrature, 

humiditŽ, vent, prŽcipitationsÉ). Ces derniers influencent effectivement la dispersion des 

polluants ou leur prŽcipitation (cas de la pluie). De plus, certains polluants de lÕair tels les 

particules ou lÕozone agissent sur le changement climatique!; et ˆ lÕinverse, les changements 

climatiques ont un effet sur la dispersion des polluants. Les problŽmatiques de la pollution 

atmosphŽrique et du changement climatique, pourtant tr•s liŽes, sont tr•s souvent ŽtudiŽes 

sŽparŽment en ŽpidŽmiologie environnementale. En effet, comme pour la pollution 

atmosphŽrique, les origines du changement climatique proviennent dÕune part de sources 

naturelles, mais Žgalement et surtout des activitŽs humaines qui ne cessent de sÕaccroitre et 

dÕŽvoluer (Bernstein et al. 2013). Du fait de ces interactions, il appara”t ainsi pertinent dÕen 

Žtudier les effets conjoints.  

LÕexposition ˆ la pollution de lÕair aux niveaux actuels est nŽfaste pour la santŽ humaine. 

Selon lÕOrganisation Mondiale de la SantŽ (OMS) et lÕAgence EuropŽenne pour 
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lÕEnvironnement (AEE), la pollution de lÕair causerait la mort prŽmaturŽe de 7 millions de 

personnes dans le monde chaque annŽe, dont 600!000 en Europe et plus de 40!000 en France 

(Guerreiro et al. 2015 ; OMS b, SantŽ publique France 20161). La pollution atmosphŽrique 

augmente Žgalement lÕincidence dÕun large Žventail de maladies, comme les maladies 

respiratoires et cardio-vasculaires ou le cancer du poumon. Ses effets se manifestent sur la 

santŽ ˆ court et long terme (KŸnzli et al. 2000 ; PrŸss-†stŸn and Corval‡n 2006). La pollution 

peut Žgalement avoir des consŽquences sur le dŽveloppement du fÏtus et la santŽ du 

nouveau-nŽ (Laaidi et al. 2011). Des Žtudes ont mis en Žvidence le lien entre une exposition 

maternelle aux polluants de lÕair au cours de la grossesse et un faible poids de naissance, une 

restriction de la croissance fÏtale ou encore un risque ŽlevŽ de prŽmaturitŽ (Pedersen et al. 

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

M•me si la littŽrature sur les effets du changement climatique sur la santŽ est encore limitŽe, 

les effets directs et indirects du changement climatique sur la santŽ sont dŽjˆ perceptibles 

aujourdÕhui, comme le souligne le dernier rapport du Groupe dÕexperts intergouvernemental 

sur lÕŽvolution du climat (Bernstein et al. 2013). De plus, des Žtudes sugg•rent que la 

variabilitŽ et la modification du climat sont responsables de dŽc•s et de nombreuses maladies 

comme les maladies cardio-vasculaires et infectieuses (Patz et al. 2003 ; Woodward et al. 

2014). Les rŽpercussions de ces changements climatiques constituent donc une nouvelle 

menace importante pour la santŽ publique ˆ lÕŽchelle mondiale (Intergovernmental Panel on 

Climate Change and Edenhofer 2014). 

Dans un contexte de changement climatique, lÕaugmentation attendue de la frŽquence et de 

lÕintensitŽ des Žv•nements mŽtŽorologiques extr•mes ont suscitŽ un intŽr•t croissant ˆ Žvaluer 

si les facteurs mŽtŽorologiques Ð Žtroitement liŽ ˆ la pollution atmosphŽrique Ð pourraient 

                                                
1 http://www.santepubliquefrance.fr/Accueil-Presse/Tous-les-communiques/Impacts-sanitaires-de-la-
pollution-de-l-air-en-France-nouvelles-donnees-et-perspectives 
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affecter la santŽ humaine ˆ plus ou moins long terme, en particulier chez les femmes 

enceintes et le fÏtus (Howson et al. 2012 ; Meehl and Tebaldi 2004 ; WHO 2012). En effet, 

la pŽriode fÏtale est une des pŽriodes les plus vulnŽrables de la vie humaine en raison de la 

prolifŽration cellulaire rapide, la diffŽrenciation et la croissance. La survie, la croissance et le 

dŽveloppement optimal du fÏtus nŽcessitent une interaction complexe entre la m•re, le fÏtus 

et le placenta. LÕenvironnement intra-utŽrin joue un r™le essentiel dans la Ç!programmation!È 

du fÏtus et Žgalement pour les issues de santŽ et de maladie tout au long de la vie (Banister et 

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

Enfin, il para”t incontournable aujourdÕhui de sÕintŽresser aux issues de grossesse, car celles-

ci contribuent pour une part importante ˆ la mortalitŽ et la morbiditŽ pŽrinatales. DÕautre part, 

elles peuvent jouer un r™le non nŽgligeable dans lÕapparition de maladies dans lÕenfance et 

chez lÕadulte. 

Dans ces travaux de th•se, nous nous sommes intŽressŽs ˆ ces deux problŽmatiques 

Žtroitement liŽes agissant rŽciproquement lÕune sur lÕautre que sont la pollution 

atmosphŽrique et les conditions mŽtŽorologiques incluant la tempŽrature et lÕhumiditŽ 

relative dans le contexte de la grossesse. 

Dans la suite de cette partie, nous abordons les diffŽrentes notions et les concepts qui 

vont •tre utilisŽs tout au long des Žtudes de cette th•se ; dont les principaux points sont la 

pollution, le climat et les issues de grossesse. Cette partie se terminera sur la prŽsentation 

dÕun mŽcanisme biologique potentiellement impliquŽ dans les effets de lÕenvironnement sur 

les issues de grossesse : les mŽcanismes ŽpigŽnŽtiques. Bri•vement, les marques 

ŽpigŽnŽtiques sont toutes modifications non codŽes par la sŽquence dÕADN, et pouvant 

induire une rŽgulation de lÕexpression des g•nes correspondants. 
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1.&La pollution atmosphŽrique 

1.1.&DŽfinitions et sources 

Toute contamination, naturelle ou anthropogŽnique de lÕair ambiant est appelŽe pollution 

atmosphŽrique (ou pollution de lÕair extŽrieur par opposition ˆ lÕair intŽrieur). LÕOMS dŽfinit 

cette derni•re comme Ç!la contamination de lÕenvironnement intŽrieur ou extŽrieur par un 

agent chimique, physique ou biologique qui modifie les caractŽristiques naturelles de 

lÕatmosph•re!È ou bien comme Ç!limitŽe aux situations o• lÕatmosph•re extŽrieure ambiante 

contient des mati•res dans des concentrations telles quÕelle est nocive pour lÕhomme et son 

environnement!È. 

La pollution atmosphŽrique est la rŽsultante de multiples sources. On distingue les polluants 

primaires principalement Žmis par des sources naturelles (comme une Žruption volcanique), 

par des combustibles fossiles (pŽtrole, gaz naturel et charbon), la production dÕŽnergie, 

lÕagriculture intensive, industries extractives, mŽtallurgiques et chimiques, la circulation 

routi•re et aŽrienne, incinŽration des ordures mŽnag•res et des dŽchets industriels!; puis les 

polluants secondaires qui se forment dans lÕair suite ˆ des rŽactions chimiques et qui incluent 

notamment lÕozone2. 

1.2.&Les polluants 

Les principaux polluants atmosphŽriques nŽfastes pour la santŽ se prŽsentent sous forme 

de gaz et de particules respirables. Parmi les gaz, on distingue essentiellement lÕozone (O3), 

les oxydes dÕazotes (NOx) incluant le monoxyde dÕazote (NO) et le dioxyde dÕazote (NO2), 

le dioxyde de soufre (SO2) et le monoxyde de carbone (CO). Les particules respirables ou 

bien particules fines (PM, abrŽviation du terme anglais particulate matter) consistent en un 

                                                
2 Source : http://www.airparif.asso.fr/pollution/differents-polluants/ 
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mŽlange hŽtŽrog•ne de particules solides et liquides en suspension de lÕair. Ë eux, sÕajoutent 

dÕautres polluants chimiques tels que les mŽtaux lourds (Plomb) et les composŽs organiques 

volatils (COV) qui comprennent diffŽrents produits nocifs comme les BTEX (benz•ne, 

tolu•ne, Žthylbenz•ne, xyl•ne), les HAM (hydrocarbures aromatiques monocycliques) et les 

HAP (hydrocarbures aromatiques polycycliques) (Elichegaray et al. 2009). 

Dans ces travaux de th•se, nous nous sommes intŽressŽs spŽcifiquement ˆ lÕeffet du 

dioxyde de carbone (NO2) et des particules ayant un diam•tre aŽrodynamique infŽrieur ˆ 

10 " m (PM10) sur les issues de grossesse. Les raisons principales Žtaient la disponibilitŽ de 

ces polluants dans notre population dÕŽtude et lÕimportance des effets de lÕexposition ˆ ces 

polluants sur la santŽ. En effet, le NO2 est tr•s irritant pour lÕappareil respiratoire et les PM10, 

mati•res particulaires dont la taille est infŽrieure ˆ 10 " m, peuvent atteindre syst•me 

pulmonaire causant des troubles respiratoires et m•me atteindre le syst•me cardio-vasculaire 

(Elichegaray et al. 2009).  

1.3.&Surveillance et rŽglementation 

La surveillance de la qualitŽ de lÕair est rŽalisŽe dans le cadre rŽglementaire dŽfini par la 

Loi sur lÕAir et lÕUtilisation Rationnelle de lÕƒnergie du 30 dŽcembre 1996 (LAURE). La 

LAURE fixe comme objectif Ç!le droit ˆ chacun de respirer un air qui ne nuise pas ˆ sa 

santŽ!È et fonde les conditions de la surveillance de la qualitŽ de lÕair et de lÕinformation du 

public en France. Cette loi confie aux Associations AgrŽŽes de Surveillance de la QualitŽ de 

lÕAir (AASQA) la mise en Ïuvre de la surveillance de la qualitŽ de lÕair et lÕinformation du 

public dans les territoires. Depuis 1996, cette surveillance est notamment obligatoire pour le 

dioxyde dÕazote (NO2) et les particules fines (PM10 et PM2.5). 

Pour amŽliorer la qualitŽ de lÕair, il est nŽcessaire dÕagir sur les sources de pollutions. Des 

recommandations sur la qualitŽ de lÕair ont ŽtŽ mises en place par lÕOMS au niveau mondiale. 
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Les concentrations limites recommandŽes sont respectivement de 40 et 20 "  g/m3 en 

moyenne annuelle pour le NO2 et les PM10 (WHO 20053 : guidelines, values recommended). 

En Europe, les recommandations sur la qualitŽ de lÕair sont rŽglementŽes par la directive 

europŽenne 2008/50/CU du 21 mai 2008 nommŽe la directive pour la qualitŽ de lÕair ambiant 

et un air pur pour lÕEurope. Ces recommandations suivent les valeurs limites de lÕOMS pour 

le NO2, mais pas pour les PM10. En effet, la valeur limite ˆ respecter pour les PM10 est de 40 

"  g/m3 en moyenne annuelle (EC directive 2008/50/CU4 : limits values). 

1.4.&Estimation des niveaux de polluants 

DiffŽrentes mŽthodes peuvent •tre utilisŽes pour estimer lÕexposition aux polluants de lÕair. 

Comme lÕŽcrit Johanna Lepeule : Ç Un des grands dŽfis en ŽpidŽmiologie environnementale 

est lÕestimation de lÕexposition individuelle, du fait de la forte variation spatio-temporelle des 

polluants et de lÕinfluence des comportements individuels sur lÕexposition personnelle. 

LÕerreur de mesure sur lÕexposition peut •tre source de biais important dans lÕestimation des 

effets de la pollution de lÕair sur la santŽ È5. JusquÕˆ aujourdÕhui, beaucoup dÕŽtudes ont 

estimŽ lÕexposition ˆ la pollution de lÕair ˆ lÕaide de donnŽes provenant des stations 

permanentes de mesure de la qualitŽ de lÕair les plus proches du domicile des sujets (mod•le 

dit Ç station È). En revanche si ces donnŽes fournissent une excellente rŽsolution temporelle 

(mesures horaires), la densitŽ spatiale est limitŽe, due ˆ la faible densitŽ des stations, et sont 

ainsi susceptibles dÕentra”ner dÕimportantes erreurs de mesure de lÕexposition. La 

modŽlisation des expositions ˆ la pollution de lÕair est en pleine Žvolution. RŽcemment, des 

mod•les ˆ rŽsolution spatiale fine ont ŽtŽ dŽveloppŽs : mod•les de dispersion (incluant des 

donnŽes dÕŽmissions, de mŽtŽorologie et de configuration du b‰ti), mod•les gŽostatistiques 

                                                
3 http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs313/en/ 
4 http://ec.europa.eu/environment/air/quality/standards.htm 
5 Lepeule J, Ca•ni F, Marquis N, Hulin A, Galineau J, Navel V, et al. 2012. Effets de lÕexposition maternelle ˆ la 
pollution atmosphŽrique sur le dŽroulement de la grossesse!: rŽsultats de la cohorte m•re-enfant eden. Pollut. 
Atmos. 72Ð79. 
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(interpolation spatiale entre plusieurs points de mesure), et mod•les de rŽgression (land-use 

regression, prŽdiction des concentrations en un lieu donnŽ ˆ partir des caractŽristiques du 

terrain et du trafic) (Nieuwenhuijsen et al. 2006). 

1.5.&Facteurs saisonniers et mŽtŽorologiques influant sur les concentrations en 

PM10 et en NO2 

Les concentrations en NO2 et PM10 varient selon le facteur saisonnier et donc des conditions 

mŽtŽorologiques. En effet, le froid diminue la volatilitŽ de certains gaz tandis que la chaleur 

est favorable ˆ la formation photochimique de lÕozone. Par ailleurs, on constate Žgalement 

une augmentation des concentrations de ces polluants lors de tempŽratures froides, due 

notamment ˆ une augmentation de sources dÕŽmission telle que le chauffage. 

 

2.&Les conditions mŽtŽorologiques 

Cette derni•re dŽcennie, il y a eu un intŽr•t croissant pour le changement climatique et 

notamment son impact sur lÕaugmentation et/ou lÕŽvolution des Žv•nements mŽtŽorologiques 

(frŽquence et intensitŽ). Parmi les facteurs mŽtŽorologiques, on distingue principalement la 

pression atmosphŽrique, la tempŽrature, lÕhumiditŽ, le vent, les prŽcipitations et les nuages.  

Dans ces travaux de th•se, nous nous sommes intŽressŽs plus particuli•rement deux facteurs 

mŽtŽorologiques : la tempŽrature et lÕhumiditŽ relative. Ces deux facteurs sont dŽcrits en 

dŽtail dans les sections suivantes. 
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2.1.&DŽfinitions et unitŽs de mesure  

Selon MŽtŽo France6, la tempŽrature (T ¡) se dŽfinit comme suit : Ç Il existe diffŽrentes 

significations de la tempŽrature. En effet, sa perception varie dÕun individu ˆ lÕautre et selon 

les conditions atmosphŽriques (vent, humiditŽÉ). LÕorganisation mŽtŽorologique mondiale 

(OMM) dŽfinit la tempŽrature de lÕair (ou tempŽrature ambiante) comme la tempŽrature 

mesurŽe par un thermom•tre ou sonde exposŽs ˆ lÕair dans un endroit ˆ lÕabri du rayonnement 

solaire direct. Le thermom•tre est gŽnŽralement placŽ ˆ 1,5 m du sol dans un abri ajourŽ. On 

parle de tempŽrature ressentie ou Žolienne pour exprimer la tempŽrature lorsque lÕon prend en 

compte la vitesse du vent. La tempŽrature ressentie peut Žgalement dŽpendre de lÕhumiditŽ de 

lÕair et du rayonnement solaire È. 

Il existe diffŽrentes unitŽs de mesure pour la tempŽrature telles que le kelvin (K), le degrŽ 

Celsius (C¡) et le degrŽ Fahrenheit (¡F). En France et dans la majoritŽ des pays, lÕunitŽ de 

mesure utilisŽe est le degrŽ Celsius (¡C) o• 0 ¡C correspond au point de congŽlation de lÕeau, 

et 100 ¡C au point dÕŽbullition de lÕeau, sous les conditions standard de pression.  

Tableau 1. Comparaison des Žchelles de tempŽrature pour les valeurs importantes, dans 
les conditions de pression standard. 

 
Kelvin  Celsius Fahrenheit 

ZŽro absolu 0 K #273,15¡C #459,67¡F 

TempŽrature de fusion de l'eau  273,15 K 0¡C 32¡F 

TempŽrature d'Žbullition de l'eau  373,15 K 100¡C 212¡F 

Toujours selon MŽtŽo France7, lÕhumiditŽ se dŽfinit comme suit : Ç En mŽtŽorologie, 

lÕhumiditŽ dŽsigne la quantitŽ de vapeur dÕeau contenue dans lÕair. La vapeur dÕeau est lÕune 

des formes que lÕeau Ð indispensable ˆ la vie Ð peut prendre sur terre. La vapeur dÕeau est 

                                                
6 Source : Source : http://www.meteofrance.fr/prevoir-le-temps/observer-le-temps/parametres-
observes/temperature 
7 Source : Source : http://www.meteofrance.fr/prevoir-le-temps/observer-le-temps/parametres-
observes/humidite 
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absolument transparente et invisible. On quantifie lÕhumiditŽ de lÕair de deux mani•res : 

lÕhumiditŽ absolue et lÕhumiditŽ relative.  

LÕhumiditŽ absolue dŽsigne la quantitŽ de vapeur dÕeau contenue dans lÕair. Elle 

sÕexprime en gramme dÕeau par m•tre cube dÕair (g/m3). Cette quantitŽ est invariante, elle 

nÕest pas soumise aux variations de la tempŽrature. En effet, lÕair est un mŽlange dÕair sec et 

de vapeur dÕeau et un m•tre cube dÕair contient toujours quelques grammes de vapeur dÕeau. 

Cette masse de vapeur dÕeau ne change pas si la tempŽrature du volume dÕair change (sous 

rŽserve quÕil nÕy ait pas condensation, ˆ savoir de transformation dÕune partie de la vapeur 

dÕeau en eau liquide). 

LÕhumiditŽ relative dŽsigne la quantitŽ de vapeur dÕeau contenue dans lÕair en 

comparaison ˆ la quantitŽ maximum de vapeur dÕeau quÕil peut contenir ˆ une tempŽrature 

donnŽe. CÕest cette donnŽe que mesurent les mŽtŽorologues. LÕhumiditŽ relative sÕexprime en 

pourcentage. 100 % correspondent ˆ un air saturŽ en vapeur dÕeau (risque de nuage, pluie, 

brouillard, rosŽe ou givre), 0 % ˆ un air parfaitement sec (cette valeur dÕhumiditŽ relative 

nÕest jamais atteinte dans la nature, pas m•me dans les dŽserts).  Plus lÕair est chaud, plus il 

peut contenir dÕeau sous forme vapeur. Inversement, quand lÕair se refroidit la vapeur 

condense et forme des gouttelettes dÕeau liquide : on dit que le seuil de la saturation 

augmente avec la tempŽrature.  LÕhumiditŽ relative dÕune masse dÕair varie donc avec la 

tempŽrature de lÕair. Lorsque la tempŽrature augmente, en journŽe, lÕhumiditŽ relative 

diminue, alors que le contenu en eau de la masse dÕair Ð lÕhumiditŽ absolue Ð reste 

inchangŽ.  Un taux dÕhumiditŽ de 10 ˆ 20 % correspond ˆ un air tr•s sec, trop sec pour le 

confort de lÕorganisme. Inversement, lorsque les tempŽratures chutent, en cours de nuit, 

lÕhumiditŽ relative augmente et peut atteindre la saturation soit une humiditŽ relative de 
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100 %.  Ë 30 ¡C, lÕair peut contenir jusquÕˆ 30g/m3 dÕeau sous forme de vapeur, soit 10 fois 

plus quÕˆ -5 ¡C. LÕhumiditŽ est mesurŽe ˆ lÕaide dÕun hygrom•tre È. 

2.2.&La saisonnalitŽ  

La mŽtŽorologie suit des cycles particuliers tels que les saisons, mais aussi des cycles 

pouvant durer des mois voire m•me des annŽes. La tempŽrature moyenne varie selon les 

saisons comme le montre la Figure 1 avec des tempŽratures plus ŽlevŽes en ŽtŽ et plus faibles 

en hiver. Selon mŽtŽo France, on observe globalement la m•me chose pour lÕhumiditŽ avec, 

un taux moyen dÕhumiditŽ plus ŽlevŽ en ŽtŽ et plus faible en hiver.  

 

Figure 1. TempŽrature moyenne saisonni•re en ¡C (normale 1981 - 2010) (© MŽtŽo-France, fond 
de carte IGN) 
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2.3.&Normes/surveillance 

Pour effectuer les mesures, les services mŽtŽorologiques respectent des normes strictes 

dŽfinies par lÕOrganisation mŽtŽorologique mondiale. Ces observations, rŽalisŽes dans des 

conditions semblables partout dans le monde, peuvent ainsi •tre ŽchangŽes, comparŽes et 

intŽgrŽes dans les mod•les de prŽvision du temps. En France, les facteurs mŽtŽorologiques 

sont mesurŽs par 554 stations mŽtŽo rŽparties sur lÕensemble du territoire fran•ais. Ces 

stations mesurent de fa•on automatique les param•tres de tempŽrature et dÕhumiditŽ sous 

abri. Les mesures sont effectuŽes rŽguli•rement et transmises toutes les 6 minutes, toutes les 

heures ou une fois par jour selon les param•tres et les besoins du centre MŽtŽo-France. Ce 

dernier les diffusera sur diffŽrentes bases selon lÕusage qui en sera fait (aŽronautique, 

climatologie, prŽvision immŽdiate, etc.) et sur le syst•me dÕinformation de lÕOrganisation 

mŽtŽorologique mondiale (OMM) 8. 

Comme Žcrit sur le site WikipŽdia, Ç Beaucoup reste ˆ faire pour comprendre et paramŽtrer 

les Žv•nements mŽtŽorologiques. Comme mentionnŽ prŽcŽdemment, les Žquations qui 

rŽgissent lÕatmosph•re sont pour le moins complexes et certaines donnŽes sont difficiles ˆ 

obtenir dans certains cas È9. 

3.&Issues de grossesse 

3.1.&DŽfinition 

DiffŽrentes mesures sont utilisŽes pour dŽcrire la santŽ pŽrinatale du fÏtus et du nouveau-

nŽ ˆ la naissance. Ces mesures rŽalisŽes pendant ou apr•s la grossesse que lÕon nomme 

gŽnŽralement issues de grossesse permettent dÕidentifier la morbiditŽ et la mortalitŽ actuelle 

et future de lÕenfant. On distingue entre autres des mesures relatives ˆ la croissance fÏtale ou 

la durŽe de gestation (Slama et al. 2014 ; Wilcox 2010). 
                                                
8 Source : MŽtŽo France 
9 Source : https://fr.wikipedia.org/wiki/MŽtŽorologie 



   Introduction gŽnŽrale 
 

 27 

3.1.1.! La croissance fÏtale  

La croissance fÏtale est mesurable gr‰ce ˆ diverses Žchographies de contr™le 

effectuŽes au cours de la grossesse pendant lesquelles plusieurs ŽlŽments sont mesurŽs 

comme le diam•tre bipariŽtal, les pŽrim•tres cr‰nien et abdominal et la longueur fŽmorale. 

Ces mesures permettent dÕŽvaluer gr‰ce aux Ç!dŽviations standard!È ou aux percentiles, si le 

fÏtus a une croissance normale ou non. La croissance fÏtale est donc le reflet dÕun 

dŽveloppement sein. Dans les Žtudes ŽpidŽmiologiques, le poids du bŽbŽ ˆ la naissance est 

couramment utilisŽ comme marqueur a posteriori de la croissance fÏtale puisquÕil est 

facilement mesurable et fiable. Selon Claire Philippat, Ç Auparavant, le poids de naissance 

(en continu) Žtait analysŽ indŽpendamment de la durŽe de gestation rendant difficile la 

distinction entre un faible poids de naissance due ˆ une restriction de la croissance fÏtale et 

un faible poids de naissance due ˆ la prŽmaturitŽ. DŽsormais, dans les Žtudes sur les effets des 

facteurs environnementaux sur la croissance fÏtale, le poids de naissance est corrigŽ pour 

lÕ‰ge gestationnel. En plus dÕun faible poids de naissance, diffŽrentes mŽtriques sont aussi 

utilisŽes : un petit poids ˆ la naissance dŽfinie comme selon lÕOMS comme un poids <2500 g 

ˆ la naissance, un tr•s petit poids ˆ la naissance (<1500 g), un petit poids pour lÕ‰ge 

gestationnel (poids de naissance infŽrieur au 10e percentile suivant les courbes de rŽfŽrences 

de poids pour un ‰ge gestationnel et sexe donnŽ) et un retard de croissance intra-utŽrin 

(nouveau-nŽ caractŽrisŽ par une croissance insuffisante du fÏtus compte tenu de son potentiel 

gŽnŽtique) È10. Toutefois, dÕautres param•tres anthropomŽtriques ˆ la naissance peuvent •tre 

utilisŽs, par exemple le pŽrim•tre cr‰nien et la longueur du nouveau-nŽ, fournissant des 

informations complŽmentaires. 

                                                
10 Philippat Claire, Ç Utilisation des biomarqueurs dÕexposition en ŽpidŽmiologie environnementale ; application ˆ lÕŽtude des 
effets des expositions intra-utŽrines aux phŽnols et aux phtalates sur la croissance prŽ- et post-natale, Th•se de doctorat en 
IngŽnierie pour la santŽ, la cognition, lÕenvironnement, sous la direction de Remy Slama et de Isabelle Pin, Grenoble, 2013. 
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3.1.2.! La durŽe de gestation et la prŽmaturitŽ 

La durŽe de gestation ou ‰ge gestationnel correspond au nombre de semaines ŽcoulŽes 

depuis la date des derni•res r•gles dŽclarŽes par la femme enceinte. LÕunitŽ est en semaine 

dÕamŽnorrhŽe (SA). Le terme thŽorique de la grossesse est de 40 SA rŽvolues.  

La prŽmaturitŽ est quant ˆ elle dŽfinie par une durŽe de gestation strictement infŽrieure ˆ 37 

semaines dÕamŽnorrhŽes (soit avant le 279e jour de grossesse). On distingue notamment deux 

autres seuils pour identifier le degrŽ de sŽvŽritŽ de la prŽmaturitŽ : la grande prŽmaturitŽ 

(naissance entre la 28e et la 32e SA) et la tr•s grande prŽmaturitŽ (naissance avant la 28 SA) 

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

 

Nous dŽtaillerons ci-dessous diffŽrentes informations relatives aux trois issues de 

grossesse que nous avons choisies dÕŽtudier dans ces travaux de th•se : la croissance fÏtale 

(poids de naissance), la durŽe de gestation et la prŽmaturitŽ. 

 

3.2.&PrŽvalence des issues de grossesse dŽfavorables 

DÕapr•s lÕUNICEF, en 2004, environ 20 millions de nourrissons sont nŽs avec un faible 

poids de naissance dans le monde chaque annŽe, reprŽsentant environ 15 % de lÕensemble des 

naissances (Wardlaw 2004). En France, la prŽvalence de faible poids de naissance se situait 

autour de 7 % (Wardlaw 2004). 

DÕapr•s lÕOMS, pr•s de 15 millions de bŽbŽs naissent prŽmaturŽment dans le monde chaque 

annŽe, ce qui reprŽsente plus dÕun bŽbŽ sur 10 (Blencowe et al. 2013). En France, il y a 

environ 820 000 naissances par an dont 6,6 % sont prŽmaturŽes (Blondel et al. 2011). 
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3.3.&Principaux facteurs de risque 

Les origines de la survenue dÕune issue de grossesse indŽsirable sont multifactorielles : 

facteurs gŽnŽtiques, fÏto-maternels, comportementaux, socioŽconomiques, ethniques et 

environnementaux (Barker 2006 ; Dadvand et al. 2011 ; Goldenberg et al. 2008). Si les 

mŽcanismes biologiques suspectŽs dans la cause des diffŽrentes issues de grossesse peuvent 

•tre diffŽrents, de nombreux dŽterminants sont communs ˆ lÕensemble de ces issues (Bertin 

2015). Un aper•u succinct et non exhaustif de ces dŽterminants sera donnŽ ci-dessous.  

Parmi les facteurs gŽnŽtiques, on distingue le sexe de lÕenfant : ce dernier a ŽtŽ en effet 

associŽ avec la croissance fÏtale (Valero De BernabŽ et al. 2004). DiffŽrentes 

caractŽristiques maternelles ont ŽtŽ associŽes ˆ une augmentation du risque de prŽmaturitŽ et 

ˆ une altŽration de la croissance fÏtale comme lÕ‰ge de la m•re, la paritŽ, un indice de masse 

corporelle (IMC) ŽlevŽ, une hypertension artŽrielle et un risque de prŽ-Žclampsie. Plusieurs 

facteurs de comportements maternels ont ŽtŽ associŽs ˆ des issues de grossesses indŽsirables 

telles que la consommation de tabac et dÕalcool pendant la grossesse, une alimentation non 

ŽquilibrŽe ou le niveau dÕŽtude (Berkowitz et al. 1998 ; Moutquin 2003). Parmi les facteurs 

environnementaux, plusieurs Žtudes sugg•rent un effet dŽlŽt•re de lÕexposition maternelle 

aux pesticides (Philippat et al. 2012 ; Rauch et al. 2012), aux polluants atmosphŽriques 

(Glinianaia et al. 2004 ; Stieb et al. 2012) et plus rŽcemment aux Žv•nements 

mŽtŽorologiques sur les issues de grossesse (Beltran et al. 2014 ; Strand et al. 2011). 

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

dÕintŽr•ts seront dŽtaillŽs.  
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3.4.&Effets de la pollution de lÕair sur les issues de grossesse 

Ces derni•res annŽes, de nombreuses Žtudes se sont intŽressŽes ˆ lÕeffet de la pollution de 

lÕair sur les issues de grossesse (Bosetti et al. 2010!; Glinianaia et al. 2004!; Pedersen et al. 

2013!; Shah et al. 2011!; Slama et al. 2008!; Sr‡m et al. 2005!; Stieb et al. 2012!; van den 

Hooven et al. 2012). Selon la revue rŽalisŽe par Bosetti et al. 2010, plusieurs Žtudes ont 

reportŽ un risque accru de naissances prŽmaturŽes en lien avec une exposition aux PM10 : 

deux pendant la grossesse enti•re (Brauer et al. 2008!; Xu et al. 1995), deux au cours du 1er et 

3e trimestre de grossesse (Huynh et al. 2006!; Ritz et al. 2000), quatre au cours du 1er 

trimestre uniquement (Bobak 2000!; Hansen et al. 2006!; Leem et al. 2006!; Ritz et al. 2007). 

Plusieurs Žtudes ont Žgalement suggŽrŽ une diminution du poids de naissance en association 

avec une exposition aux PM10 pendant la grossesse (Chen et al. 2002), au 1er trimestre (Yang 

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

Concernant lÕexposition prŽnatale au NO2, deux rŽcentes Žtudes ont montrŽ une association 

positive et significative avec le risque de naissances prŽmaturŽes (Olsson et al. 2012!; Wu et 

al. 2011) et 1 rŽcente Žtude a montrŽ une association nŽgative et significative avec le poids de 

naissance (Panasevich et al. 2016). 

 

3.5.&Effets des conditions mŽtŽorologiques sur les issues de grossesse 

RŽcemment, plusieurs Žtudes ont montrŽ que lÕexposition maternelle ˆ des Žv•nements 

mŽtŽorologiques spŽcifiques pendant la grossesse Žtait associŽe ˆ des rŽsultats naissances 

indŽsirables (examinŽs par Beltran et al. 2014!; Strand et al, 2011). La plupart de ces Žtudes 

ont portŽ sur les naissances prŽmaturŽes et leur relation avec la tempŽrature ambiante sur les 

fen•tres dÕexposition ˆ court terme pendant la grossesse, gŽnŽralement jours ou semaines 

avant lÕaccouchement. Ils ont rapportŽ principalement un risque accru dÕaccouchement 
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prŽmaturŽ avec une tempŽrature ŽlevŽe (Basu et al 2010!; Schifano et al 2013!; Strand et al 

2012!; Vicedo-Cabrera et al 2014). Une Žtude rŽcente menŽe en Chine a examinŽ des 

expositions plus longues pendant la grossesse et a rapportŽ que la haute tempŽrature moyenne 

sur lÕensemble de la grossesse a ŽtŽ associŽe ˆ un risque accru dÕaccouchement prŽmaturŽ 

(He et al. 2015). Une autre Žtude en Gr•ce a montrŽ que la tempŽrature moyenne au cours du 

mois de lÕaccouchement a ŽtŽ associŽe ˆ une rŽduction de lÕ‰ge gestationnel (Flouris et al. 

2009). Relativement peu dÕŽtudes ont examinŽ lÕassociation entre le poids de naissance et la 

tempŽrature ambiante pendant la grossesse. Leurs rŽsultats sont variables. Une vaste Žtude en 

Irlande et une plus petite en Turquie ont signalŽ une augmentation du poids de naissance en 

association avec une augmentation de la tempŽrature au cours du deuxi•me trimestre de la 

grossesse (Elter et al 2004!; Murray et al. 2000). En revanche, une Žtude en ƒcosse a suggŽrŽ 

une diminution du poids de naissance lorsque les femmes ont ŽtŽ exposŽes ˆ des tempŽratures 

ŽlevŽes dans le premier trimestre de la grossesse (Lawlor et al. 2005). Dans une Žtude rŽcente 

dans le Massachusetts, Kloog et al. (2015) ont rapportŽ que la tempŽrature moyenne au cours 

du dernier trimestre de la grossesse a ŽtŽ associŽe ˆ une diminution du poids de naissance. 

Un autre facteur mŽtŽorologique dÕintŽr•t est lÕhumiditŽ relative, mais la littŽrature sur son 

association avec les rŽsultats de la grossesse a re•u moins dÕattention. Strand et al. (2012) et 

He et al. (2015) ont ajustŽ sur lÕhumiditŽ relative lorsquÕils Žtudiaient lÕassociation de la 

tempŽrature avec les rŽsultats de la grossesse, mais lÕeffet potentiel de lÕhumiditŽ relative nÕa 

pas ŽtŽ signalŽ. Deux autres Žtudes ont portŽ sur les effets nŽfastes de la tempŽrature 

apparente, un indice combinant tempŽrature et lÕhumiditŽ, et ont trouvŽ une association 

significative avec lÕaccouchement prŽmaturŽ et un ‰ge gestationnel rŽduit (Dadvand et 

al 2011!; Lajinian et al. 1997).  
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Les mŽcanismes biologiques possibles qui pourraient expliquer les associations entre 

pollution de lÕair, param•tres mŽtŽorologiques, et les issues de grossesse dŽfavorables 

semblent complexes et sont encore mal connus, mais des hypoth•ses existent. Plusieurs 

Žtudes ont suggŽrŽ que lÕinduction dÕun stress oxydatif ou dÕune inflammation systŽmique 

pourrait jouer un r™le important sur la prŽmaturitŽ et la croissance fÏtale (Kannan et al. 

2006!; Lin et al. 2016!; Slama et al. 2008!; Vadillo-Ortega et al. 2014). Une autre hypoth•se 

est quÕen affectant les mŽcanismes ŽpigŽnŽtiques, les expositions environnementales 

pourraient influencer lÕexpression de certains g•nes et de ce fait influencer le dŽveloppement 

et la croissance fÏtale (Foley et al. 2009!; Waterland and Michels 2007). 

 

4.&ƒpigŽnŽtique et r™le potentiel de la mŽthylation de lÕADN comme 

biomarqueur des expositions 

4.1.&LÕŽpigŽnŽtique, dŽfinition 

 

Ç La branche de la biologie qui Žtudie les relations de cause ˆ effet entre les g•nes et 

leurs produits, faisant appara”tre le phŽnotype È, Waddington CH. 

Ç!LÕŽpigŽnŽtique a toujours ŽtŽ lÕensemble de ces choses bizarres et merveilleuses que la 

gŽnŽtique ne sait pas expliquer.!È Barlow D. 

Ç LÕADN ne fait que porter le code gŽnŽtique. LÕŽpigŽnŽtique donne les moyens ˆ la 

cellule de lÕinterprŽter le mieux possible È, Artymiuk P. 
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Autant de dŽfinitions pour tenter de dŽfinir ce phŽnom•ne Žtrange quÕest lÕŽpigŽnŽtique. 

CÕest au milieu du XIXe si•cle que le terme Ç!ŽpigŽnŽtique!È est apparu pour combler la 

br•che entre lÕinnŽ et lÕacquis. Ce terme a ŽtŽ utilisŽ pour dŽcrire les Žv•nements qui ne 

pouvaient pas •tre expliquŽs par la gŽnŽtique (Goldberg et al. 2007 ; Holliday 2006). Il est 

redŽfini par Conrad Waddington, biologiste anglais, en 1942 en attribuant ce terme ˆ lÕŽtude 

des influences de lÕenvironnement sur lÕexpression des g•nes. LÕŽpigŽnŽtique se dŽfinit 

aujourdÕhui par lÕŽtude des changements modifiant lÕexpression des g•nes ayant lieu sans 

altŽration de la sŽquence de lÕADN (Berger et al. 2009). Pour reprendre une mŽtaphore 

utilisŽe par Thomas Jenuwein (spŽcialiste de biologie molŽculaire et dÕŽpigŽnŽtique), on peut 

sans doute comparer la distinction entre la gŽnŽtique et lÕŽpigŽnŽtique ˆ la diffŽrence entre 

lÕŽcriture dÕun livre et sa lecture : Ç!la gŽnŽtique renvoie ˆ lÕŽcriture des g•nes!È et 

Ç!lÕŽpigŽnŽtique renvoie ˆ la lecture des g•nes!È.  

4.2.&Les mŽcanismes ŽpigŽnŽtiques 

Toutes les cellules dÕun organisme (prŽsentent au sein dÕun m•me individu) poss•dent a 

priori  le m•me code gŽnŽtique et le m•me nombre de g•nes. Pourtant au cours de leur 

diffŽrenciation, les cellules vont acquŽrir des profils dÕexpression spŽcifiques dÕun tissu et 

exprimer les g•nes nŽcessaires ˆ leurs fonctions : Ç m•me si elles contiennent la m•me 

information, elles nÕen font visiblement pas toutes le m•me usage È11. Selon Vanille Greiner, 

Ç LÕexistence dÕŽpigŽnomes distincts justifie le fait quÕun m•me gŽnotype peut gŽnŽrer 

diffŽrents phŽnotypes. En dÕautres termes, ce sont les modifications ŽpigŽnŽtiques, hŽritables 

lors des divisions cellulaires et rŽversibles, qui rŽgissent ainsi le destin dÕune cellule, en 

                                                
11 Source : http://www.inserm.fr/thematiques/genetique-genomique-et-bioinformatique/dossiers-d-
information/epigenetique 
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rŽgulant lÕexpression de ses g•nes sans affecter la sŽquence de lÕADN (Berger et al. 

2009) È12.   

On distingue diffŽrents types de mŽcanismes ŽpigŽnŽtiques qui vont entra”ner des 

modifications dans lÕarchitecture de la chromatine, support de lÕinformation ŽpigŽnŽtique : les 

modifications post-traductionnelles des histones, les ARNs non Ð codants et la mŽthylation de 

lÕADN (Cao-Lei et al. 2013). Un grand nombre dÕacteurs rŽgulent ces mŽcanismes. Ils sont 

capables dÕŽcrire, de lire ou dÕeffacer ces modifications et vont ensemble coopŽrer pour 

inhiber ou activer lÕexpression de g•nes spŽcifiques. 

La mŽthylation de lÕADN constitue sans doute le mŽcanisme le mieux dŽcrit ˆ lÕheure 

actuelle et le plus pertinent ˆ envisager ˆ lÕŽchelle dÕune cohorte ŽpidŽmiologique (Jones 

2012 ; Li and Reinberg 2011). Les travaux de th•se ont portŽ sur ce mŽcanisme.  

 

4.3.&La mŽthylation de lÕADN 

Modification rŽversible de lÕADN gŽnomique, la mŽthylation de lÕADN consiste en 

lÕaddition dÕun groupement de mŽthyle (CH3: 1 atome de Carbone liŽ ˆ 3 atomes 

dÕHydrog•ne) ˆ lÕextrŽmitŽ du carbone 5 dÕune cytosine (cÕest-ˆ -dire au niveau de lÕatome de 

carbone en 5e position du cycle dÕune cytosine) gŽnŽralement au niveau dÕune sŽquence 5Õ- 

Cytosine-Phosphate-Guanosine appelŽe Ç dinuclŽotide CpG È ou Ç site CpG È (Egger et al. 

2004) (Figure 2). Les sites CpG sont rŽpartis de mani•re non alŽatoire sur le gŽnome et selon 

une structure particuli•re. On distingue les CpGs Ç island È (rŽgions enrichies environ de 60 ˆ 

70% de sites CpG), les CpGs Ç shores È (rŽgions moins enrichies en sites CpG qui sÕŽtendent 

de part et dÕautre de la rŽgion CpG island) et les CpGs Ç shelves È (rŽgions encore moins 

                                                
12 Grenier Vanille, Ç EpigŽnŽtique et methylation de lÕAND : Etude des mŽcanismes dÕinteraction du domaine SRA de 
UHRF1 avec lÕADN hŽmi-mŽthylŽ È, Th•se 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 sÕŽtendent au-delˆ des rŽgions CpG shores) 

(Lander et al. 2001).  

 

Figure 2. SchŽma de la mŽthylation 

La mŽthylation de lÕADN est impliquŽe dans de nombreux processus biologiques tels que la 

rŽgulation de la transcription des g•nes, la formation et la maintenance de la chromatine, le 

dŽveloppement et dÕautres processus fondamentaux. Elle constitue un ŽlŽment clŽ de la 

rŽgulation ŽpigŽnŽtique de lÕexpression des g•nes. Si lÕune de ces fonctions principales est de 

pouvoir rŽguler lÕexpression des g•nes, les mŽcanismes par lesquels la mŽthylation rŽgule 

lÕexpression gŽnique sont encore mal compris. En r•gle gŽnŽrale, une forte mŽthylation dÕune 

rŽgion riche en CpG (i.e. CpG island) est associŽe ˆ un Žtat rŽpressif (non exprimŽ) stable du 

g•ne. La relation entre mŽthylation et expression du g•ne peut •tre schŽmatisŽe comme ci-

dessous (Figure 3) : 

 

Figure 3. SchŽma Ð R™le entre la mŽthylation et lÕexpression des g•nes. 

Inversement, un niveau faible de mŽthylation dÕune rŽgion riche en CpG (i.e. CpG island) 

engendre une forte expression et donc une activation du g•ne correspondant. cela nÕest 
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cependant pas toujours vŽrifiŽ. En effet, selon A•ssi (2015), des Žtudes ont dŽmontrŽ quÕune 

hypermŽthylation peut •tre associŽe ˆ une augmentation de lÕexpression du g•ne (Gutierrez-

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

CpG dans le g•ne a une importance. En effet, la mŽthylation de lÕADN des sites CpG au 

niveau de la rŽgion promotrice dÕun g•ne est gŽnŽralement associŽe avec lÕextinction du g•ne 

tandis que dans le corps du g•ne ou dans la rŽgion 3Õ UTR cela induirait une activation du 

g•ne (Grundberg et al. 2013 ; Jjingo et al. 2012). 13 

4.4.&Facteurs environnementaux et mŽthylation de lÕADN 

Le profil de mŽthylation de lÕADN dÕun individu est susceptible de subir des 

modifications induites par des facteurs environnementaux tout au long de la vie. Plusieurs 

Žtudes ont suggŽrŽ des altŽrations de la mŽthylation de lÕADN en association avec la 

pollution de lÕair (Baccarelli et al. 2009!; Bellavia et al. 2013!; Bind et al. 2014 a, 2015!; 

Madrigano et al. 2011!; Panni et al. 2016). La plupart de ces Žtudes ont ŽtŽ rŽalisŽes chez 

lÕadulte et portaient sur des approches g•nes-candidats ou mŽthylation globale. Dans leur 

rŽcente Žtude, Panni et al. 2016, ont utilisŽ une approche du gŽnome entier pour Žtudier les 

associations entre la mŽthylation de lÕADN dans le sang de lÕadulte et la pollution!; et ont 

identifiŽ plusieurs sites CpG associŽs aux PM. Dans le contexte de la grossesse et plus 

spŽcifiquement des issues de grossesse, il existe tr•s peu de littŽrature. Une Žtude, basŽe sur 

des Žchantillons buccaux provenant dÕenfants, a reportŽ des changements de mŽthylation pour 

trois g•nes NOS en association avec une exposition aux particules. Ë ce jour, seulement deux 

Žtudes ont ŽtudiŽ les effets de la pollution de lÕair pendant la grossesse sur la mŽthylation de 

lÕADN (Gruzieva et al. 2016 ; Janssen et al. 2013). Janssen et al. 2013 ont reportŽ une 

                                                
13 A•ssi Dylan, Ç ƒpidŽmiologie ŽpigŽnŽtique de biomarqueurs du risque cardio-vasculaire : intŽr•t de lÕŽtude de 
la mŽthylation de lÕADN ˆ partir dÕŽchantillons sanguins È, Th•se de doctorat en SantŽ Publique Ð gŽnŽtique 
statistique, sous la direction de David-Alexandre Tregouet, Paris Saclay, 2015. 
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diminution de la mŽthylation globale placentaire en association avec une exposition aux 

particules en dŽbut de grossesse et sur la grossesse enti•re. Gruzieva et al. (2016) ont quant ˆ 

eux reportŽ une association significative entre lÕexposition au NO2 pendant la grossesse et 

une modification de la mŽthylation dans des g•nes liŽs ˆ la mitochondrie. 

Dans le contexte des expositions intra-utŽrines, le placenta reprŽsente un tissu pertinent pour 

lÕŽtude des altŽrations de la mŽthylation de lÕADN. En effet, tout au long du dŽveloppement 

in utero, le placenta joue un r™le clŽ dans le contr™le de la croissance et le dŽveloppement, 

mais il est aussi le principal lieu dÕŽchanges materno-fÏtaux (Koukoura et al. 2012). Ce tissu 

ŽphŽm•re pourrait reflŽter lÕexposition cumulŽe de la m•re pendant la grossesse, et donc 

lÕexposition du nouveau-nŽ depuis sa conception. De plus, il appara”t particuli•rement 

pertinent de sÕintŽresser aux marques ŽpigŽnŽtiques au cours de la grossesse pour deux 

raisons : 1) il sÕagit dÕune pŽriode dÕintense remodelage ŽpigŽnŽtique (Foley et al. 2009) qui 

va dŽterminer le patrimoine ŽpigŽnŽtique de lÕenfant et conditionner son risque vis-ˆ -vis de 

certaines pathologies, et 2) le placenta est un tissu pertinent qui refl•te lÕenvironnement du 

fÏtus pendant la vie intra-utŽrine et qui est relativement facile ˆ recueillir. Des modifications 

dans la fonction placentaire sont susceptibles de conduire ˆ des altŽrations de la croissance 

fÏtale  (Banister et al. 2011 ; Koukoura et al. 2012). 

 Bien quÕil sÕagisse dÕun champ tr•s prometteur, le r™le de lÕexposition ˆ la pollution 

atmosphŽrique pendant la pŽriode fÏtale dans les variations dÕexpression gŽnŽtique du 

placenta nÕa ŽtŽ, ˆ ce jour, que tr•s peu ŽtudiŽ. Concernant les conditions mŽtŽorologiques, 

une Žtude chez les hommes ‰gŽs sÕest intŽressŽe ˆ la relation entre tempŽrature, humiditŽ 

relative et mŽthylation de lÕADN et a reportŽ une diminution de la mŽthylation pour LINE-1 

et une augmentation de la mŽthylation pour Alu (Bind et al. 2014 b). Ë notre connaissance, 

aucune Žtude nÕa ˆ ce jour ŽtudiŽ les associations entre une exposition prŽnatale aux 

conditions mŽtŽorologiques et la mŽthylation de lÕADN.  
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4.5.&ƒvaluation des donnŽes de large dimension de la mŽthylation de lÕADN 

LÕutilisation de marqueurs ŽpigŽnŽtiques en ŽpidŽmiologie est un champ tr•s prometteur 

qui pose des dŽfis en termes dÕapproche biologique, mŽtrologique, ŽpidŽmiologique et 

biostatistique. JusquÕˆ prŽsent, les deux approches principalement utilisŽes pour analyser des 

donnŽes de mŽthylation de lÕADN consistaient en une approche dite Ç!g•nes spŽcifiques!È (ou 

Ç!g•nes candidats!È) et une approche de mŽthylation globale reposant principalement sur 

lÕanalyse de sŽquences rŽpŽtŽes (Ç!repetitive elements!È en anglais). La premi•re approche 

consiste ˆ supposer lÕimplication dÕun g•ne dans un quelconque effet a priori et de tester son 

association avec une exposition ou une maladie/pathologie afin de confirmer ou non cette 

implication a posteriori. Cette approche prŽsente le dŽfaut de ne pouvoir cibler et analyser 

que les g•nes connus dont la fonction est Žvidemment connue et qui prŽsente un rapport a 

priori  Žvident avec la pathologie. Elle ne permet donc pas de dŽcouvrir de nouvelles voies 

possibles. Il en est de m•me pour la seconde approche. 

LÕidentification de nouvelles voies biologiques nŽcessite dÕutiliser des approches agnostiques 

dites Ç!gŽnome entier!È. Les phŽnom•nes ŽpigŽnŽtiques ont suscitŽ beaucoup dÕintŽr•ts 

depuis 2010 avec lÕapparition de puces de haute densitŽ permettant dÕŽtudier la mŽthylation 

de lÕADN ˆ grande Žchelle, donnant lieu aux Žtudes dÕassociations ŽpigŽnome entier ou 

Epigenome-Wide Association Study (EWAS) en anglais. Cette approche EWAS consiste ˆ 

tester lÕassociation entre la mŽthylation de lÕADN tout au long du gŽnome et les facteurs 

environnementaux. Cette approche prometteuse pour la dŽcouverte de nouveaux mŽcanismes 

biologiques est en plein essor et requiert de nombreux challenges principalement dans les 

outils et mŽthodes statistiques. 
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De mani•re globale, il semble que lÕexposition ˆ certains facteurs environnementaux 

puisse modifier lÕenvironnement intra-utŽrin au cours de pŽriodes critiques du 

dŽveloppement. Cela peut entra”ner des changements permanents dans la structure du fÏtus, 

la physiologie et le mŽtabolisme qui favorisent dÕabord la survie, et plus tard, prŽdisposent 

ces sujets ˆ une maladie chronique dans lÕenfance ou ˆ lÕ‰ge adulte. Cette hypoth•se est 

dŽfinie ˆ travers la DOHaD (Ç!Developmental Origins of Health and Diseases!È) selon 

laquelle une partie des troubles de santŽ de lÕenfant et de lÕadulte trouve son origine dans les 

expositions environnementales subies durant le dŽveloppement (Barker 2004, 2007, 1995, 

2006 ; Gluckman et al. 2008).  

LÕobjectif principal de ces travaux de th•se a ŽtŽ dÕŽtudier dans un premier temps les 

associations entre lÕexposition prŽnatale aux facteurs mŽtŽorologiques et les issues de 

grossesse dŽfavorables, et, dans un second temps, dÕŽvaluer lÕeffet potentiel des facteurs 

mŽtŽorologiques et des polluants atmosphŽriques pendant la grossesse sur la mŽthylation de 

lÕADN placentaire. 

Plus prŽcisŽment, notre premier objectif (traitŽ dans le chapitre II) visait ˆ rŽpondre ˆ la 

question : 

! %Est-ce que les conditions mŽtŽorologiques pendant la grossesse peuvent •tre associŽes ˆ 

des consŽquences nŽfastes sur la durŽe de gestation, la prŽmaturitŽ et le poids des 

nouveau-nŽs!?  

Si des Žtudes ont montrŽ des effets de la pollution sur des issues de grossesse indŽsirables et 

suggŽrŽ Žgalement des effets similaires pour les conditions mŽtŽorologiques, les mŽcanismes 

sous-jacents qui pourraient expliquer ces effets restent encore tr•s peu connus. Les 

mŽcanismes ŽpigŽnŽtiques semblent constituer une piste intŽressante dans lÕidentification de 

ces processus. Ce qui conduit ˆ Žvaluer si les mŽcanismes ŽpigŽnŽtiques, tels que la 
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mŽthylation de lÕADN, pourraient •tre influencŽs par ces expositions environnementales 

pendant la grossesse. DÕo• notre seconde question principale (traitŽe dans le chapitre III) :  

! %LÕexposition maternelle aux polluants de lÕair ou conditions mŽtŽorologiques peut-elle 

•tre associŽe des modifications ŽpigŽnŽtiques!? 

Nos travaux de th•se se sont appuyŽs sur deux cohortes fran•aises m•res-enfants EDEN 

(2003-2006) et PELAGIE (2002-2006). Ces cohortes avaient pour but gŽnŽral dÕidentifier les 

dŽterminants prŽ- et post- natals du dŽveloppement et de la santŽ pendant la grossesse, ˆ la 

naissance et dans lÕenfance. Les femmes, incluses en dŽbut de grossesse, Žtaient issues de 3 

zones gŽographiques (Poitou-Charentes, Lorraine et Bretagne).  

 
Ce manuscrit sÕarticule autour de trois chapitres : 

"% Dans le premier chapitre, nous prŽsentons la population dÕŽtude et les Žv•nements 

dÕintŽr•ts en vue de bien comprendre le cadre de cette Žtude. Nous y dŽcrivons les 

mŽthodes et matŽriels utilisŽs, les cohortes, les donnŽes recueillies et produites au cours 

de ce travail.  

"% Ensuite, dans le deuxi•me chapitre, nous prŽsentons les rŽsultats de lÕŽtude sur les liens 

entre les conditions mŽtŽorologiques pendant la grossesse et trois issues de grossesse 

dŽfavorables.  

"% Dans le dernier chapitre, nous prŽsentons le r™le potentiel de la mŽthylation de lÕADN 

placentaire comme biomarqueur des expositions fÏtales ˆ la pollution atmosphŽrique et 

aux conditions mŽtŽorologiques. Dans un premier sous-chapitre, nous prŽsenterons une 

approche agnostique et dans un deuxi•me sous-chapitre, nous prŽsenterons une approche 

avec une hypoth•se a priori intŽgrant des connaissances biologiques. 

Enfin, nous terminerons par une discussion gŽnŽrale et un regard rŽflexif sur le travail rŽalisŽ. 
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LÕobjectif de ce chapitre est de prŽsenter la population dÕŽtude ainsi que les Žv•nements 

dÕintŽr•ts sur lesquels reposent les travaux de cette th•se. La population ŽtudiŽe Žtait issue de 

deux cohortes fran•aises m•re-enfant ayant un design similaire : la cohorte EDEN (Etude 

des DŽterminants prŽ et postnatals du dŽveloppement et de la santŽ de lÕENfant) et la cohorte 

PELAGIE (Perturbateurs endocriniens : Etude Longitudinale sur les Anomalies de la 

Grossesse, lÕInfertilitŽ et lÕEnfance). Ces deux cohortes avaient pour m•me but dÕŽtudier les 

effets des Žv•nements survenus pendant la vie fÏtale sur le dŽveloppement, la santŽ ˆ la 

naissance et dans lÕenfance. Les femmes Žtaient recrutŽes pendant leur grossesse puis 

suivies, ainsi que leur enfant au moins jusquÕˆ leur 5•me anniversaire. Les chapitres 

concernant la mŽthylation de lÕADN reposent uniquement sur un Žchantillon de la cohorte 

EDEN, les donnŽes nÕŽtant pas disponibles dans la cohorte PELAGIE. 

 

1.&Les cohortes 

Ces cohortes ont ŽtŽ approuvŽes par tous les comitŽs dÕŽthique pertinents et toutes les 

femmes participantes ont donnŽ par Žcrit un consentement ŽclairŽ pour leur propre 

participation et celle de leur progŽniture. Toutes les donnŽes ont ŽtŽ recueillies selon des 

procŽdures standardisŽes et des sŽances de formation pour les enqu•teurs ont ŽtŽ organisŽes. 

 

1.1.&PELAGIE   

 

Le recrutement des femmes enceintes sÕest effectuŽ avant 19 semaines dÕamŽnorrhŽes, dans 

les cabinets de gynŽcologues ou Žchographistes de Bretagne (Ille et Vilaine, Finist•re et 

C™tes dÕArmor) ayant souhaitŽ participer ˆ lÕŽtude. Au total, 3421 femmes enceintes ont ŽtŽ 

recrutŽes entre avril 2002 et fŽvrier 2006. Des informations sur les caractŽristiques 
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socioŽconomiques et sociodŽmographiques, la consommation de tabac et dÕalcool, 

lÕalimentation, les antŽcŽdents mŽdicaux et les mesures anthropomŽtriques ont ŽtŽ recueillies 

ˆ partir dÕun auto-questionnaire fourni ˆ lÕinclusion. Les informations mŽdicales sur le 

dŽroulement de la grossesse (hypertension, diab•te gestationnelÉ), la naissance (mode 

dÕaccouchementÉ) et lÕŽtat de santŽ du nouveau-nŽ (‰ge gestationnel, param•tres 

anthropomŽtriquesÉ) ont ŽtŽ obtenues ˆ partir des dossiers mŽdicaux rŽalisŽs par les sages-

femmes et le pŽdiatre (Chevrier et al. 2011).  

 

1.2.&EDEN  

 

Le recrutement des femmes enceintes sÕest effectuŽ avant 24 semaines dÕamŽnorrhŽes, dans 

les maternitŽs des Centres Hospitalo-Universitaires (CHU) de Nancy depuis septembre 2003 

et de Poitiers depuis fŽvrier 2003. Pour les deux centres, le recrutement sÕest terminŽ fin 2006 

avec lÕinclusion de 2002 femmes (1034 femmes pour Nancy et 968 pour Poitiers). Des 

informations sur les caractŽristiques socioŽconomiques et sociodŽmographiques, la 

consommation de tabac et dÕalcool, lÕalimentation, les antŽcŽdents mŽdicaux et les mesures 

anthropomŽtriques, ont ŽtŽ collectŽes par entretien au cours de la grossesse puis par auto-

questionnaire en suites de couches. Les informations sur le dŽroulement de la grossesse 

(hypertension, diab•te gestationnelÉ), la naissance (mode dÕaccouchementÉ) et la santŽ de 

lÕenfant (‰ge gestationnel, param•tres anthropomŽtriquesÉ) ont quant ˆ elles ŽtŽ obtenues ˆ 

partir dÕexamens cliniques ou des dossiers mŽdicaux. Enfin, les crit•res dÕexclusion Žtaient 

des antŽcŽdents de diab•tes, une grossesse multiple, une incapacitŽ ˆ parler fran•ais et 

lÕintention dÕaccoucher en dehors de lÕh™pital universitaire ou de sortir de la zone dÕŽtude au 

cours des trois prochaines annŽes (Heude et al. 2015). 
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Dans le but de rŽaliser une Žtude combinant les donnŽes de ces deux cohortes tr•s 

similaires, une Žtape dÕhomogŽnŽisation sur le codage des variables a ŽtŽ nŽcessaire. 

 

2.&Les Žv•nements dÕintŽr•ts 

2.1.&Les issues de grossesse 

Dans ce travail, nous nous sommes intŽressŽs ˆ trois diffŽrentes issues de grossesse 

disponibles dans les deux cohortes : le poids du bŽbŽ ˆ la naissance (en gramme), la durŽe 

de gestation (en SA) et la prŽmaturitŽ (< 37 SA rŽvolues).  

 

2.2.&Les expositions environnementales 

LÕadresse exacte du domicile des femmes a ŽtŽ recueillie ˆ lÕaccouchement dans EDEN et ˆ 

lÕinclusion dans PELAGIE puis gŽocodŽe avec un syst•me dÕinformation gŽographique. 

2.2.1.! Les facteurs mŽtŽorologiques 

Des donnŽes quotidiennes de tempŽrature (en ¡C) et dÕhumiditŽ relative (en %) ont ŽtŽ 

obtenues ˆ partir de la Ç Publith•que È de MŽtŽo France. Ces param•tres mŽtŽorologiques 

sont mesurŽs par des stations mŽtŽo reparties sur lÕensemble du territoire fran•ais.  

Pour chaque param•tre mŽtŽorologique, nous avons calculŽ la distance entre les stations 

mesurant le param•tre dÕintŽr•t et le domicile de chaque femme. Pour chaque femme, la 

station la plus proche de son domicile mesurant le param•tre dÕintŽr•t lui a ŽtŽ attribuŽe 

(Figure 1). Nous avons fixŽ une limite maximale de 40 km entre le domicile et la station. 

Ainsi, des donnŽes manquantes ont ŽtŽ attribuŽes aux femmes vivant ˆ plus de 40 km de la 

station la plus proche de leur domicile (n=17). La zone c™ti•re ocŽanique, dŽfinie comme le 
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terrain situŽ ˆ moins de 8 km de la c™te, est soumise ˆ des influences mŽtŽorologiques 

spŽcifiques.  

Les femmes de la cohorte PELAGIE vivant dans les zones c™ti•res ont ŽtŽ assignŽes la 

station mŽtŽorologique la plus proche se trouve dans la zone c™ti•re (Figures 3 et 4). 

 

Figure 4. Localisation du domicile des femmes et des stations mesurant les param•tres 

mŽtŽorologiques. 

Pour chaque femme, nous avons ensuite calculŽ la tempŽrature et lÕhumiditŽ relative 

moyennes auxquelles elle Žtait exposŽe durant diffŽrentes fen•tres de temps au cours de la 

grossesse. Nous nous sommes ainsi intŽressŽs ˆ des fen•tres dÕexpositions ˆ moyen terme 

(chaque trimestre de la grossesse et la grossesse enti•re) et ˆ court terme (jours, semaines et 

mois prŽcŽdant lÕaccouchement). Pour chaque fen•tre dÕexposition, au moins 75 % des 

donnŽes devaient •tre disponibles. Dans le cas contraire, lÕexposition Žtait manquante pour la 

fen•tre dÕexposition en question. 
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Figure 5. Localisation du domicile des femmes et des stations mesurant les param•tres mŽtŽorologiques en 

Bretagne. 

 

2.2.2.! Les polluants de lÕair  

Les donnŽes sur les expositions aux polluants de lÕair Žtaient disponibles uniquement pour la 

cohorte EDEN. Les niveaux de concentration en NO2 et PM10 ont ŽtŽ estimŽs ˆ lÕadresse du 

domicile des femmes ˆ lÕaide dÕun mod•le de dispersion implŽmentŽ sous le logiciel ADMS-

Urban (Sellier et al. 2014). Ce mod•le prend en compte des donnŽes sur les Žmissions des 

polluants, lÕoccupation des sols, le relief, les conditions mŽtŽorologiques, la configuration des 

b‰tis ˆ proximitŽ des routes et les rŽactions chimiques dans lÕatmosph•re pour modŽliser la 

dispersion des polluants. Il fournit des estimations horaires ˆ lÕadresse exacte du domicile des 

femmes. Les fen•tres de temps au cours de la grossesse ont ŽtŽ calculŽes de m•me fa•on que 

pour celles des param•tres mŽtŽorologiques : ˆ court terme (jours, semaines et mois prŽcŽdant 

lÕaccouchement) et ˆ plus long terme au cours de la grossesse (chaque trimestre de la 

grossesse et la grossesse enti•re). Les changements dÕadresse en cours de grossesse ont ŽtŽ 

pris en compte en estimant une moyenne des niveaux dÕexposition ˆ chaque adresse dans la 

"#$%&%'(!)(*!+($$(*!, !'-%./01%(21!)(*!/(11(* 
"#$%&%'(!)(*!+($$(*!, !$#%.*!)(!3!4$!)(!'5!&6/(  
7/5/%#.!, !$#%.*!)(!3!4$!)(!'5!&6/(!$(*215./ !'5!/($8 015/21( 
7/5/%#.!, !'-%./01%(21!)(*!/(11(*!$(*215./!'5!/($8015/21( 

"#$%&%'(!)(*!+($$(*!, !'-%./01%(21!)(*!/(11(* 
"#$%&%'(!)(*!+($$(*!, !$#%.*!)(!3!4$!)(!'5!&6/(  
7/5/%#.!, !$#%.*!)(!3!4$!)(!'5!&6/(!$(*215./!' -92$%)%/0 
7/5/%#.!, !'-%./01%(21!)(*!/(11(*!$(*215./!'-92$%)%/0 
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pŽriode correspondante, pondŽrŽe par la durŽe de rŽsidence ˆ chaque domicile. Ce mod•le a 

ŽtŽ mis en Ïuvre avec la m•me mŽthodologie pour les deux centres : Poitiers et Nancy. 

 

Figure 6. Niveaux de concentration en NO2 ̂  Poitiers et ̂  Nancy estimŽs ̂  partir du mod•le de dispersion, 2005. 

 

2.3.&La mŽthylation de lÕADN 

Les donnŽes mŽthylation sont issues des analyses des Žchantillons de placenta qui ont ŽtŽ 

prŽlevŽs ˆ lÕaccouchement pour 1301 femmes de la cohorte EDEN. Les prŽl•vements 

placentaires ont ŽtŽ rŽalisŽs selon une procŽdure standardisŽe (protocole et film expliquant la 

procŽdure ˆ suivre) par la sage-femme ou le technicien de lÕŽtude prŽsent ˆ la maternitŽ. Le 

placenta a ŽtŽ ŽpongŽ, et des Žchantillons dÕenviron 5 mm x 5 mm ont ŽtŽ rŽalisŽs dans le 

centre de la galette placentaire, en prenant soin dÕŽviter les zones de nŽcrose et de ne prŽlever 

que les villositŽs fÏtales. Les prŽl•vements obtenus ont ŽtŽ placŽs dans des cryotubes 
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ŽtiquetŽs avec lÕidentifiant EDEN de la femme, puis congelŽs ˆ -80 ¡C et stockŽs dans les 

bioth•ques ciblŽes pour lÕŽtude (H™pital de Nancy et Poitiers).  

LÕextraction de lÕADN placentaire a ŽtŽ effectuŽe principalement par la sociŽtŽ QIAGEN. 

LÕADN a ŽtŽ extrait pour 668 couples m•re-enfant pour lesquels des donnŽes de pollution 

avec le mod•le de dispersion Žtaient disponibles, et un Žquilibrage sur le sexe de lÕenfant et le 

centre de lÕŽtude a ŽtŽ rŽalisŽ de mani•re alŽatoire. Les ADN ont ensuite ŽtŽ envoyŽs au 

Centre National de GŽnotypage (CNG, Jorg Tost, partenaire du projet) en France, pour la 

rŽalisation des analyses de mŽthylation. La puce Illumina 450K (Infinium 

HumanMethylation450 BeadChip) a ŽtŽ utilisŽe pour Žvaluer les niveaux de mŽthylation dans 

les Žchantillons de placenta (Illumina, San Diego, CA, USA). Environ 480 000 sites de 

mŽthylation sont ainsi mesurŽs sur lÕensemble du gŽnome. Au total, 9 plaques incluant 64 

puces ont ŽtŽ utilisŽes. Ces plaques ont ŽtŽ analysŽes en 4 groupes. Nous avons reproduit 

plusieurs Žchantillons pour dŽterminer si le groupe, la plaque, et la puce avaient un effet sur 

le niveau de mŽthylation obtenu. Le ratio gar•ons/filles a ŽtŽ ŽquilibrŽ pour chaque puce. Des 

contr™les mŽthylŽs/non-mŽthylŽs ont ŽtŽ rŽalisŽs (1 par plaque). Les contr™les ont bien 

fonctionnŽ. Les filles avaient globalement des niveaux de mŽthylation diffŽrents des gar•ons. 

Les niveaux de mŽthylation de chaque site CpG (CytosineÐphosphateÐGuanine) ont ŽtŽ 

normalisŽs selon la mŽthode dŽcrite par Touleimat and Tost (2012). Apr•s les Žtapes de 

contr™le qualitŽ et de normalisation, 426 049 sites CpG Žtaient disponibles pour les analyses 

statistiques.  

La mŽthylation globale des sŽquences Alu et LINE-1 a ŽtŽ quantifiŽe par pyrosŽquen•age. 

Aucune diffŽrence significative dans les niveaux de mŽthylation nÕa ŽtŽ dŽtectŽe entre les 

centres de Nancy et Poitiers, ni selon le groupe, la plaque et la puce (test de Student). 
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LÕobjectif de ce chapitre Žtait dÕŽvaluer lÕeffet de lÕexposition maternelle ˆ la tempŽrature et 

ˆ lÕhumiditŽ relative pendant la grossesse sur diffŽrentes issues de grossesse dŽfavorables 

dans les cohortes m•re-enfant EDEN et PELAGIE. Cette Žtude fait lÕobjet dÕun premier 

article pour lequel jÕai rŽalisŽ une partie du data-management, les analyses statistiques et la 

rŽdaction du papier. Apr•s un rŽsumŽ en fran•ais, le chapitre prŽsente lÕintŽgralitŽ de 

lÕarticle soumis dans le journal Environmental Health Perspective, le 23 juin 2016. 
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1.&RŽsumŽ Art icle 1: Association between meteorological conditions and 

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

child cohorts. 

1.1.&Introduc tion 

Plusieurs Žtudes rŽcentes ont indiquŽ que lÕexposition maternelle ˆ des conditions 

mŽtŽorologiques spŽcifiques, comme par exemple des tempŽratures plus ŽlevŽes, serait 

associŽe ˆ des issues de grossesse dŽfavorables telles quÕun plus petit poids ˆ la naissance ou 

encore un risque de naissance prŽmaturŽe plus ŽlevŽ. Dans le contexte de changement 

climatique, il est essentiel de mieux caractŽriser lÕimpact des conditions mŽtŽorologiques sur 

ces issues de grossesse, en particulier lÕeffet de la tempŽrature encore dŽbattue et lÕeffet de 

lÕhumiditŽ relative rarement ŽtudiŽe ˆ ce jour. Cette Žtude avait donc pour objectif dÕŽvaluer 

les associations entre la tempŽrature et lÕhumiditŽ relative moyennŽes sur diffŽrentes fen•tres 

dÕexposition pendant la grossesse et trois issues de grossesse : le poids de naissance, la durŽe 

de gestation et les naissances prŽmaturŽes, dans les cohortes EDEN et PELAGIE. 

1.2.&MŽthodes 

LÕexposition maternelle ˆ la tempŽrature (en ¡C) et ˆ lÕhumiditŽ relative (en %) a ŽtŽ 

moyennŽe sur des pŽriodes ˆ court et moyen terme pendant la grossesse : jours (0 ˆ 9) et 

semaines (1 ˆ 6) prŽcŽdant lÕaccouchement puis chaque trimestre de grossesse et la grossesse 

enti•re. Les associations avec le poids de naissance et la durŽe de gestation ont ŽtŽ ŽvaluŽes ˆ 

lÕaide de mod•les de rŽgression linŽaire. Pour la naissance prŽmaturŽe, un mod•le de Cox ˆ 

risque proportionnel avec variable dŽpendante du temps a ŽtŽ utilisŽ. Tous les mod•les Žtaient 

ajustŽs simultanŽment sur la tempŽrature (T) et lÕhumiditŽ relative (HR) ainsi que sur les 

facteurs de confusions potentiels identifiŽs ˆ partir dÕune revue de la littŽrature. La linŽaritŽ 

de la relation entre les param•tres mŽtŽorologiques et les Žv•nements dÕintŽr•ts a ŽtŽ ŽtudiŽe 

en utilisant des splines pŽnalisŽes.  



Chapitre II : Expositions environnementales et issues de grossesse 
 

 58 

1.3.&RŽsultats 

Au total, 5185 couples m•re-enfant ont ŽtŽ inclus dans cette analyse. Environ la moitiŽ des 

nouveau-nŽs Žtaient des gar•ons, plus de deux tiers des m•res Žtaient ‰gŽes de 25 ˆ 35 ans. Le 

poids moyen ˆ la naissance Žtait de 3350 grammes (±530), la durŽe de gestation moyenne 

Žtait de 40 semaines (±2) et 231 nouveau-nŽs (4 %) Žtaient prŽmaturŽs. Pour lÕensemble des 

m•res de lÕŽtude Eden-PŽlagie, la tempŽrature moyenne et le taux dÕhumiditŽ relative moyen 

au cours de la grossesse Žtaient respectivement de 11,6 ¡C (±2,1) et 79,1 % (±4,2). Un poids 

de naissance plus faible a ŽtŽ associŽ avec une augmentation de 5 ¡C de la tempŽrature sur le 

trimestre 3 de la grossesse (-38 grammes, IC 95 % : -73, -3). Un poids de naissance plus 

faible a Žgalement ŽtŽ associŽ avec une augmentation de 10 % de lÕhumiditŽ relative sur la 

grossesse enti•re (-77 grammes, IC 95 % : -125, -28) ; bien que moins significatives, les 

associations avec les trimestres de grossesse Žtaient consistantes. Une diminution de la durŽe 

de gestation a ŽtŽ associŽe avec une tempŽrature moyenne supŽrieure ˆ 16¡C (p-valeur=0.01). 

Aucune association significative nÕa ŽtŽ mise en Žvidence pour les naissances prŽmaturŽes. 

1.4.&Conclusion 

Cette Žtude est, ˆ notre connaissance, la premi•re ˆ Žvaluer lÕeffet simultanŽ et distinct de la 

tempŽrature et de lÕhumiditŽ relative pendant la grossesse sur le poids de naissance, la durŽe 

de gestation et la prŽmaturitŽ. La densitŽ spatio-temporelle ŽlevŽe du rŽseau de surveillance 

de MŽtŽo France au cours de la pŽriode dÕŽtude nous a permis dÕobtenir une large gamme de 

fen•tres dÕexposition ˆ plus ou moins long terme pendant la grossesse ; ajouter ˆ cela 

lÕutilisation de mŽthodes statistiques prenant en compte la corrŽlation temporelle de ces 

fen•tres dÕexpositions nous a Žgalement permis de distinguer lÕeffet propre de chacune. Les 

rŽsultats de cette Žtude soulignent que lÕexposition ˆ des niveaux de tempŽrature et 

dÕhumiditŽ plus ŽlevŽs pendant des pŽriodes ˆ moyen terme de la grossesse est associŽe ˆ un 

poids ˆ la naissance plus faible. 
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Highlights 

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

exposure during pregnancy in 5,185 mother-child couples. 

"% We found a significant decrease in birth weight in association with an exposure 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 pregnancy was considered. 

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

gestational duration and preterm birth.  
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ABSTRACT 

Background: The effect of temperature and humidity during pregnancy on birth outcomes 

remains debated. In 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 investigate the association between birth outcomes and maternal exposure to 

temperature and relative humidity over various exposure windows during pregnancy  

Methods: We relied on 5,185 mother-child dyads, enrolled at pregnancy (2002-2006), in the 

French EDEN and PELAGIE cohorts. Ambient temperature (¡C) and relative humidity (%) 

measured by routine monitors were averaged over short-term (weeks and days before 

delivery) and long-term (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 with time-

varying exposures. We used the Frisch Waugh equations and distributed lag models to 

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 interval, CI: -73, -

3) for a 5¡C increase in exposure. A 10% increase in relative humidity during the whole 

pregnancy was associated with an average birth weight decrease of 77 g (95% CI: -125, -29). 

Gestational duration significantly decreased when average temperature during pregnancy was 

higher than 16¡C (non-linear relationship, p-value=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 associated with lower birth weight. 

Keywords: mother-child 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 meteorological factors could affect human 

health (Meehl and Tebaldi 2004; WHO and WMO 2012). Weather changes can have serious 

health consequences on cardiovascular function, infectious diseases and overall mortality 

(Patz et al. 2003; Woodward 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 pregnancy outcomes have long-term 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; McIntire and 

Leveno 2008; WHO 2012). It is therefore important to describe 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 by Beltran et al. 2014; Strand et al. 2011). However, results are 

inconsistent. Most studies have focused on preterm birth (i.e. birth before 37 completed 

weeks of gestation) and its relationship with ambient temperature over short-term exposure 

windows during pregnancy, typically days or weeks before delivery. Some reported an 

increased risk of preterm birth with high temperature (Basu et al. 2010; Schifano et al. 2013; 

Strand et al. 2012; Vicedo-Cabrera et al. 2014) while others did not show any significant 

association (Lee 2008, Wolf 2012).  As for birth weight, the few studies that examined its 

association with ambient temperature during pregnancy reported discordant results regarding 

the direction of the association and the critical exposure windows identified (Elter et al. 2004; 

Murray et al. 2000, Lawlor et al. 2005, Kloog et al. (2015). Such heterogeneity across study 

results can be attributed to multiple sources. The main one might be the diversity of 
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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 risk 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, which is strongly related to 

temperature. Previous studies have used different indices accounting for both temperature and 

humidity (Dadvand et al. 2011; Lajinian et al. 1997, Kent et al. 2013; Porter et al. 1999, 

Strand et al. 2012 and He et al. 2015) but the specific effect of humidity was not reported.  

We aimed to evaluate the association between mutually-adjusted ambient temperature and 

relative humidity estimated over short- and long-term exposure windows during pregnancy 

and birth weight, gestational duration and preterm birth. We relied on the EDEN and 

PELAGIE mother-child cohorts conducted in regions of France with temperate or maritime 

climates. We used methods that account for the correlation 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 mother-child cohorts, EDEN (study of pre- and postnatal 

determinants of the childÕs development 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. 2015). In EDEN, 2,002 pregnant women 

were recruited during prenatal care visits in the maternity wards of the university hospitals of 

Poitiers and Nancy (France), before their 24th week of gestation, between September 2003 

and January 2006. In PELAGIE, 3,421 pregnant women were recruited during prenatal care 

visits to gynecologists, obstetricians, or ultrasonographers before their 19th week 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 were available, 

corresponding to 5,202 motherÐchild pairs (1,896 in EDEN and 3,306 in PELAGIE). Sex of 

the newborn, maternal age, maternal smoking during pregnancy, height, pre-pregnancy 

weight, educational level, and parity were collected, by interview during pregnancy 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 written consent 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 recruitment in 

both cohorts. Preterm birth was defined as birth occurring before 37 completed weeks of 

gestation. 
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Meteorological exposure assessment 

Hourly ambient temperature (in ¡C) and relative humidity (in %) were obtained from the 

French national reference center of MŽtŽo France (Supplemental Material, Figure S1) and 

averaged over short-term (each day from 0 to 9 and each week from 1 to 6 before delivery) 

and long-term (each trimester of pregnancy and the whole pregnancy) exposure windows. 

Home addresses of the women, 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 coastal area, 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 with long-term exposure windows (trimesters and whole pregnancy) to 

temperature and relative humidity. In order to assess the specific effect of exposure during 

each trimester of pregnancy, the regression models explaining birth outcomes included 

exposure during the 1st, 2nd and 3rd trimester. Since exposures during such time windows were 

somewhat highly correlated (Supplemental Material, Table S1), we used an approach based 

on residuals defined by Frisch Waugh and applied by Bell et al. (2007) in the context of air 

pollution exposure, to remove the correlation between variables representing exposures. The 

exposure covariates included in the regression models explaining birth outcomes were: 
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a)!"#$%#&'()&# *+, !: exposure to temperature over trimester 1 for woman i (reference 

trimester); b) residuals - *+. !of the regression model "#$%#&'()&# *+. ! = $1 + $2 

"#$%#&'()&# *+, ! + #*+. !, representing exposure to temperature over trimester 2 adjusted for 

exposure over trimester 1; c) residuals - *+/ ! of the regression model "#$%#&'()&# *+/ ! = $3 + 

$4 "#$%#&'()&# *+, ! + $5 "#$%&#&'()&#*+. !, representing exposure to temperature over 

trimester 3 adjusted for exposure over trimesters 1 and 2.  We repeated this analysis using 

each trimester as the initial reference trimester (i.e., trimester 1). 

We tested for non-linear relationship between the meteorological covariates and the birth 

outcomes using penalized cubic splines. The smoothing parameter was chosen by 

Generalized Cross Validation, an approximation of the Akaike criterion (Wood and Augustin 

2002). All regression models explaining birth outcomes were adjusted for the following 

covariates selected from the literature: maternal age (<25, 25-29, 30-34, >35 years), maternal 

height, pre-pregnancy weight (using a "broken stick model" with a knot at 60kg (Slama and 

Werwatz 2005)), sex of the newborn, parity (0, 1, 2, >3 children), maternal smoking during 

pregnancy (0, 1-5, 6-10, >11 cigarettes/day), level of education (no school, < high school, % 

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, Poitiers, Brittany). We additionally tested the interaction of 

sex, study center and season with each meteorological factor, as well as the interaction 

between temperature and relative humidity (tested in tertile). The statistical significance of 

the exposure was tested 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 age using a linear and a quadratic term to account for 

non-linearity of fetal growth during gestation (Slama et al. 2008). 

For gestational duration, we fitted linear regression models. Exposure during the whole 

pregnancy and the third trimester were calculated from conception to the 37th week of 

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

For preterm birth, we used a Cox proportional 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 time-varying variables. The whole pregnancy 

and 3rd trimester were censored at 37 weeks of gestation as no preterm delivery could occur 

afterwards. We hypothesized that short-term exposures such as days and weeks preceding the 

birth could trigger the delivery; days and weeks of exposure were tested in separate models.   

 The model used was: 

&i(t) = &0(t) exp[$' " i(t)+ ( ' Ci], 

where t is the gestational age, &0(t) is the unspecified baseline hazard function, ) i(t) is the 

matrix of time-dependent exposure variables and Ci is the matrix of time-independent 

covariates. For short-term exposures (day 0 to 9 and week 1 to 6 before delivery), we 

implemented a constrained distributed-lag model to account for the correlation among the 

exposures at different lags and help identify critical windows of susceptibility (Lepeule et al. 

2006; Schwartz 2000): 

&i(t) = &0(t) exp[$' " i(t) + ( ' Ci + 012*13(45
16 7 ], 

where 2*1 represented the values of temperature and relative humidity at time lag 8 with 89

: +; +< and 8 being the number of lag times for the meteorological covariates (l= 0 to 9 for 

days and l=1 to 6 for weeks).!01 indicated the magnitude of the effect of temperature and 
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relative humidity. We assumed that 01 followed a second-degree polynomial function: 01 9

=>8>.
>6 7 . Therefore, 01!was the smoothed estimate of the effect of exposure on lag 8, and 

their sum, l= 085
7 , was the overall effect of exposure over the entire lag period. 

Sensitivity analyses on term birth weight were conducted in order to assess whether the 

results were driven by the smaller birth weight of preterm babies. Preterm babies are subject 

to shorter duration of exposure to meteorological factors during the whole pregnancy and the 

3rd trimester; we performed a sensitivity analysis excluding preterm births to assess whether 

the results were driven by preterm births. For gestational duration and preterm birth, we 

repeated our analyses excluding babies born by planned caesarean section (caesarean section 

before labor).  

Statistical analyses were performed using the SAS (version 9.3; SAS Institute Inc, Cary, NC) 

and the R (version 3.0.1) statistical softwares. 

 

RESULTS 

Population. Among the 5,202 mother-child couples 5,185 were living within 40km from a 

meteorological station. Fifty-one percent of the offspring were male, more than half 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 (±SD), birth 

weight was 3,350 (±503) grams and gestational age was 40 (±2) weeks; 231 babies (4%) 

were born preterm (Table 1). 

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

10 km between her home and the station measuring the meteorological parameter. On 
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average (±SD), mean temperature during whole pregnancy was 11.6¡C (±2.1) and mean 

relative humidity was 79.1% (±4.2) (Table 2). A description of exposures according to the 

study center is shown in Supplemental Material, Table S2 and S3. Levels of temperature and 

relative humidity were less variable in PELAGIE than Poitiers and Nancy. Temperature and 

relative humidity were moderately correlated over all exposure windows (|r|* 0.68, 

Supplemental Material, Table S1, S4 and S5). However, trimesters 1 and 3 of temperature 

were strongly correlated (|r|=0.90) as well as daily 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 birth weight. 

For a 5¡C increase in mean temperature over the 1st trimester, mean birth weight was 

increased by 35 grams (95% confidence interval, CI: -3, 72), while mean birth weight 

decreased by 32 grams (95% CI: -65, 2) and 38 grams (95% CI: -73, -3) for a 5¡C increase in 

mean temperature during the 2nd and 3rd 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% CI: -125, -28.5); although less statistically significant, the 

results for each of the 3 trimesters of pregnancy were consistent with a negative association 

with birth weight (Table 3). The results by study center are consistent with those from the 

main analysis in terms of beta values for 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 compared to Brittany, which has a maritime climate with high 

humidity levels. Results of sensitivity analyses restricted to term birth weight were consistent 

with the main results, although the p-values slightly increased (Supplemental Material, Table 

S7). 
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Meteorological conditions and gestational duration. We observed an inverted U-shaped 

relationship (p-value=0.01) with an inflection point around 12¡C between mean temperature 

during the whole pregnancy and gestational duration; above 16¡C, increase in temperature 

was statistically significantly associated with a shorter gestational duration (Figure 1). Results 

by center showed similar patterns in Poitiers and Brittany, which have the same maritime 

climate, while results in Nancy exhibited a different pattern and showed a significant increase 

in gestational duration associated with increased relative humidity over trimester 2 

(Supplemental Material, Table S6). 

Results from the sensitivity analyses excluding births from planned caesarean sections were 

consistent with the main analysis (Supplemental Material, Table S8, and Figure S2). When 

we excluded preterm births, the relationship between mean temperature during pregnancy and 

gestational duration was no longer significant (Supplemental Material, Table S7), which 

suggests that preterm births were driving this association.  

Meteorological conditions and preterm birth. Our main results indicated a non-linear 

relationship between the mean relative humidity over the 3rd trimester and during the 4th week 

preceding the birth and the risk of preterm birth (p-value=0.03, p-value = 0.02 respectively, 

Figure 2); above 90%, an increase in relative humidity was statistically significantly 

associated with an increased risk of preterm. Temperature and relative humidity from day 0 

to 9 before delivery were not significantly associated with the risk of preterm birth 

(Supplemental Material, Figure S3. A). Regarding study center results, we found no evidence 

of significant association between preterm birth and the medium-term exposures 

(Supplemental material Table S8) and the short-term exposures (results not shown). 
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In sensitivity analyses excluding births from planned caesarean section, the association 

between relative humidity over the 3rd trimester and the risk of preterm birth did not maintain. 

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

For all birth outcomes and exposure windows, none of the interactions tested (sex, study 

center, season, and interaction between temperature and relative humidity) were statistically 

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 mother-child cohorts 

including 5,185 births between 2001 and 2006. The high spatio-temporal density of the 

MŽtŽo-France monitoring network during the study period provided us with a range of short- 

to long-term exposure windows, which combined to methods accounting for the temporal 

correlation 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 considered. Non-linear relationships were observed with a statistically 

significant decrease in gestational duration when temperature during pregnancy was above 

16¡C. Non-linear relationships were observed with a statistically significant higher risk of 

preterm birth when relative humidity was above 90% during the 4th week 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 observed. No evidence of heterogeneous associations 

according to the sex of the baby, the study center or the season of conception was found.  

No study has reported the influence of humidity on birth weight and very few have focused 

on ambient temperature (reviewed by Strand et al. 2011; Kloog et al. 2015). In Turkey, an 

increased temperature (daily mean range: 6; 23 ¡C) during the second trimester was 

associated with a higher birth weight (Elter et al. 2004). In Scotland, an increased 

temperature (weekly mean range about -14; 12 ¡C) in the 1st trimester was associated with a 

lower birth weight, while the association was opposite for the 3rd trimester (Lawlor et al. 

2005). In that study, mean temperature exposure was available for the middle 10 days of each 

trimester and the correlation between temperature at 1st and 3rd trimester was 0.8. In contrast 

with these findings, we observed (daily mean range -4; 30¡C) a positive linear association of 

birth weight with the mean temperature during the 1st trimester and a negative linear 

association with the mean temperature during the 2nd and 3rd 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, respectively. Desch•nes et al. (2009) in the U.S. (daily mean range greater 

than -4; 30¡C) showed similar results on 37 million singleton births from 1972-1988. In 

Massachusetts, U.S. (range of mean daily temperature -12; 35 ¡C), Kloog et al. (2015) found 

that a 8.6¡C increase in temperature over the 3rd trimester 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 suggested by Strand 

et al. (2011) in their review, we considered a non-linear relationship between birth weight and 
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temperature, we included important potential confounders such as humidity and maternal 

smoking, which is usually not accounted for in studies based on registry data, and we 

accounted for the correlation of exposure windows throughout the pregnancy, which, to our 

knowledge, has not been considered so far. Regarding relative humidity, we found a 

significant association during whole pregnancy with decrease in birth weight. When we 

conducted the analysis by study center, we also found significant negative association 

between humidity and birth weight for the 3 centers. 

Most of studies on the effects of temperature on preterm birth risk focused on short-term 

exposures before delivery (reviewed by Beltran et al. 2014; Strand et al. 2011). These studies 

have mainly reported an increase of preterm birth risk with higher temperature. A case-

crossover study in California (weekly mean range 11-34¡C) found a 8.6% increased risk of 

preterm birth every 5.6¡C increase in apparent temperature averaged over 6 days before 

delivery (Basu et al. 2010). In Australia (monthly mean range 15-25¡C), Strand et al. (2012) 

examined the possible effect of temperature over the four-week before delivery and reported 

that mean temperatures above 21¡C increased the preterm birth risk. In Rome (daily min-max 

range -5; 40), Schifano et al. (2013) found that exposure to elevated temperatures during the 

last 3 days before delivery was associated with an increased risk of preterm birth during the 

warm season. Our results showed an increased risk of preterm birth associated with a higher 

relative humidity during the 4th week before birth, but did not show any short-term effect of 

temperature. Two large studies with similar 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 2012). Relative humidity has been 

addressed in very few studies (He et al. 2015; Strand et al. 2012) and its specific effect has 

not been reported. Some studies have looked at apparent temperature, index combining 
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temperature and relative humidity, (Basu et al. 2010; Dadvand et al. 2011) or other index 

incorporating humidity (Kent et al. 2013), but they do not allow to disentangle the effect of 

each meteorological 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 investigated short-term exposures but 

also longer-term exposure windows. As for temperature, we observed a non-linear 

association indicating a significantly shorter gestational duration when the mean temperature 

over pregnancy increased over 16 ¡C; 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 5-35¡C) reported a U-shaped relationship 

between preterm birth and mean temperature over pregnancy. In addition, a recent study 

conducted in Massachusetts (daily mean range -12-35¡C) using models with a high spatio-

temporal resolution to predict air temperature exposure, reported a shorter gestational age 

with an increase in temperature over the whole pregnancy (Kloog et al. 2015).  

Physiological or biological mechanisms, that could explain the possible effects of 

temperature 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 temperature and 

humidity due to the extra physical and mental strain. Increases in fat deposition and internal 

heat production during pregnancy due to fetal growth and metabolism limit the ability of 

pregnant women to mitigate heat stress (Strand et al. 2011; Wells and Cole 2002). However, 

it is unclear how this feature leads to reduced birth weight. In addition, several studies have 

suggested that in particularly sensitive people (elderly or young children) the variations in 

temperature and humidity, and in particular for high levels, influence cardiovascular function 

which is already highly solicited during pregnancy (Kalkstein and Greene 1997; McGeehin 

and Mirabelli 2001; Schwartz 2005). If such an effect also exists in pregnant women, this 
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stress of the cardiovascular system could then alter the maternal-fetal exchanges and 

ultimately slow down the growth of the fetus. In 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 ambient pollutants. High levels of 

humidity can affect respiratory health by promoting the spread of bacteria, fungi and mites 

(Barreca 2009). Therefore, there are some potential underlying pathways through which 

weather conditions may affect birth outcomes, which need to be further explored. 

One limit  of our study includes the fact that we do not account for the subjects' time-space 

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 months but not during the 

cold months. A similar exposure error is expected for relative humidity (Nguyen et al. 2014). 

Yet, we expect this exposure error to be smaller than in the Boston study as our temperatures 

are less variable and air conditioning is not as common in France as it is in Boston. 

Information on maternal changes of residence during pregnancy could not be taken into 

account. Finally, although we evaluated numerous exposure durations and periods, multiple 

testing corrections were not employed. Thus, the type I errors are 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 trimesters; the method 

we used allowed to estimate the specific effect of each window more efficiently than in 

models including all trimester-specific variables without accounting for their correlation. For 

shorter exposure windows, we used constrained distributed lag models to account for the 

correlation. The likelihood of giving birth increases with increasing gestational age and 

pregnancies ending in preterm delivery have shorter exposure periods than longer 



Chapitre II : Expositions environnementales et issues de grossesse 
 

 77 

pregnancies; not accounting for these shorter exposures might results in biased results. We 

addressed this issue by using a Cox model with time-dependent exposures 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 of MŽtŽo France 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 the coast. 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 covariates and information on study subjects. This is particularly the case for 

variables such as smoking or season of conception. The prospective cohorts allow to reduce 

selection bias.  

 

CONCLUSION 

In this prospective study, we found evidence suggesting that maternal exposures to relative 

humidity during whole pregnancy and temperature during 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 implication of these birth outcomes, and the context of global 

warming, further research on the potential impact of extreme meteorological factors on 

adverse birth outcomes are needed in order to take preventive measures regarding the 

exposure of women pregnant to meteorological factors. 
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Table 1. Characteristics of the study population from the French EDEN and PELAGIE 
mother-child cohorts (2001-2006). 

 Mean ± SD / N (%) 

Characteristics 
Overall 

(n=5,185) 
PELAGIE  
(n=3,306) 

EDEN 
(n=1,879) 

Birth weight  (grams)  3,349 ± 503 3,390 ± 493 3,272 ± 513 
Gestational duration (weeks of amenorrhea)  40 ± 2 40 ± 2 40 ± 2 
Preterm birth  (< 37 weeks) 

   
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 (48) 
Missing value 1 (0) 1 (0) 0 (0) 

Maternal age (years) 
   

< 25 771 (15) 394 (12) 377 (20) 
25-29 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 pre-pregnancy weight (kg)  61 ± 12 60 ± 12 62 ± 13 
Maternal Education  

   
<high school 1148 (22) 616 (19) 532 (28) 
 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 (1) 32 (2) 

Maternal smoking during pregnancy 
   

0 3,741 (72) 2,347 (71) 1,394 (74) 
1-5 cigarettes/day 645 (12) 441 (13) 204 (11) 
6-10 cigarettes/day 521 (10) 339 (10) 182 (10) 
%10 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 conditions during the 

whole pregnancy and the three trimesters of pregnancy, in EDEN and PELAGIE (2001-

2006), n= 5,185. 

 n Mean ± SD 5th percentile 95th percentile IQR 
Mean temperature (¡C)      

Whole pregnancy 5,169 11.6 ± 2.1 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 5,162 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 5,169 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. Adjusteda association between mean temperature (¡C) (for a 5¡C increase) and 

relative humidity (%) (for a 10% increase) at various pregnancy exposure windows and birth 

weight, gestational duration and preterm birth, in EDEN and PELAGIE (2001-2006). 

Exposure window 

Meteorological factor 

Birth weight (grams) 

n=5185 

Gestational duration (weeks) 

n=5185 

Preterm birth  

n=5185 

 !  (95% CI) p-Value !  (95% CI) 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 1b  
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 1.09 (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 2b 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 0.88 (0.55, 1.42) 0.61 

Trimester 3b  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*   
a All models were adjusted for maternal age, maternal height, pre-pregnancy weight, sex of the 
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 non-linear relationship (see Figure 1).  
b Adjusted for exposure at other trimesters of pregnancy 
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FIGURES 

 

Figure 1. Estimated concentration-response function and 95% confidence interval between 

gestational duration and mean temperature over the whole pregnancy in the EDEN and 

PELAGIE mother child cohorts (2001-2006), using penalized splines.  

 

 

  

Figure 2. Estimated concentration-response function and 95% confidence interval between 

preterm birth and mean relative humidity (A) over the third trimester of pregnancy and (B) 

over the 4th week before delivery in the EDEN and PELAGIE mother child cohorts (2001-

2006), using penalized splines.  
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A              B 

 

Figure S1. Location of mothersÕ residences and location of meteorological stations 

measuring ambient air temperature (A) and relative humidity (B), in the EDEN and 

PELAGIE mother child cohorts (2001-2006), n=5,185. 

  



Chapitre II : Expositions environnementales et issues de grossesse 
 

89 
 

Table S1. Pearson coefficients of correlation among temperature and relative humidity at 

long-term exposure windows in the EDEN and PELAGIE mother-child cohorts (2001-2006), 

n=5,185. 

 Temperature  Relative humidity 

 Pregnancy 
trimester 

1 
Trimester 

2 
Trimester 

3 
 

Pregnancy 
trimester 

1 
Trimester 

2 
Trimester 

3 
Temperature          
  Whole pregnancy 
yes 1 .10 .94 .18      

  1st trimester  1 -.02 -.90      
  2nd trimester   1 .17      
  3nd trimester    1      
Relative humidity          
  Whole pregnancy -.55 .16 -.48 -.36  1 .50 .82 .48 
  1st trimester -.47 -.67 -.41 .53   1 .18 -.34 
  2nd trimester -.65 .42 -.68 -.57    1 .31 
  3nd trimester .21 .60 .28 -.68     1 
All p-values were below 5.10-5. 

  



Chapitre II : Expositions environnementales et issues de grossesse 
 

90 
 

Table S2. Descriptive statistics of maternal exposure to meteorological conditions during the whole pregnancy and each trimester of pregnancy 

in the EDEN and PELAGIE mother-child cohorts (2001-2006), n=5,185. 

 PELAGIE Ð Brittany   EDEN Ð Poitiers  EDEN Ð Nancy 

 n Mean±SD 
5th 

percentile 
95th 

percentile 
IQR  n Mean±SD 

5th 
percentile 

95th 
percentile 

IQR  n Mean±SD 
5th 

percentile 
95th 

percentile 
IQR 

Temperature (¡C)                 

Pregnancy 3,293 11.9±1.8 7.1 18.1 2.9  921 12.1±2.2 8.9 15.5 3.8  956 9.9±2.3 6.8 13.5 4.0 

Trimester 1 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 

Trimester 2 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 3.5 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 

Trimester 1 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 

Trimester 2 3,292 79.9±6.3 67.5 92.8 10.4  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  
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Table S3. Descriptive statistics of maternal exposure to meteorological conditions for short-term 

exposures during pregnancy in the EDEN and PELAGIE mother-child cohorts (2001-2006), 

n=5,185. 

 Mean ± SD 
5th  

percentile 
95th  

 percentile IQR 

Mean value of temperature (¡C)     
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 Ð Brittany       
Week 1 11.8±5.3 3.8 20.5 8.0 

Day 0 11.7±5.7 12.9 21.3 8.0 
EDEN Ð Nancy     

Week 1 8.6±7.2 -1.3 20.5 12.1 
Day 0 8.6±7.6 -2.6 21.5 12.6 

EDEN Ð Poitiers      
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 78.9±9.1 62.6 91.4 13.6 
Day 0 79.1±11.1 59.0 95.0 16.0 

PELAGIE Ð Brittany       
Week 1 80.1±8.0 65.0 91.3 11.1 

Day 0 80.2±10.3 84.0 95.0 14.0 
EDEN Ð Nancy      

Week 1 79.2±8.9 63.7 91.3 14.1 
Day 0 78.9±11.1 59.0 95.0 17.0 

EDEN Ð Poitiers     
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 statistics of exposures during week 2 to 6 and days 1 to 9 were very close to week 1 and day 0.  

  



Chapitre II : Expositions environnementales et issues de grossesse 
 

92 
 

Table S4. Pearson coefficients of correlation between temperature and relative humidity at weekly 

exposure windows in the EDEN and PELAGIE mother-child cohorts (2001-2006), n=5,185. 

 Temperature  Relative Humidity 
 W 1 W 2 W 3 W 4 W 5 W 6  W 1 W 2 W 3 W 4 W 5 W 6 
Temperature              
W 1 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 
W 5     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              
W 1        1 0.73 0.66 0.67 0.64 0.54 
W 2         1 0.73 0.66 0.67 0.64 
W 3          1 0.73 0.66 0.66 
W 4           1 0.73 0.66 
W 5            1 0.73 
W 6             1 
All p-values were below 10-3. 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 mother-child cohorts (2001-2006), n=5,185. 

 
All p-values were below 10-3. D0 to 9: exposure of the day 0 to 9 before delivery. 

 

  

 Temperature  Relative Humidity 

 D0 D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9  D0 D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 

Temperature                      

  D0 1 0,95 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   1 0,95 0,89 0,85 0,83 0,81 0,79 0,78  -0,41 -0,42 -0,45 -0,45 -0,45 -0,45 -0,44 -0,43 -0,42 -0,42 
  D3    1 0,95 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     1 0,95 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 0,95 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       1 0,95 0,89 0,85  -0,38 -0,39 -0,39 -0,40 -0,40 -0,42 -0,44 -0,44 -0,45 -0,44 
  D7        1 0,95 0,89  -0,38 -0,38 -0,39 -0,39 -0,40 -0,40 -0,41 -0,44 -0,44 -0,45 
  D8         1 0,95  -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                      
D0            1 0,74 0,57 0,52 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 0,58 0,52 0,49 0,46 0,45 0,44 
D3               1 0,74 0,58 0,52 0,48 0,46 0,45 
D4                1 0,74 0,58 0,52 0,48 0,46 
D5                 1 0,74 0,57 0,52 0,48 
D6                  1 0,74 0,57 0,52 
D7                   1 0,74 0,57 
D8                    1 0,74 
D9                     1 

!
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Table S6. Adjusteda association between mean temperature (¡C) (for a 5¡C increase) and relative 

humidity (%) (for a 10% increase) and birth weight, gestational duration and preterm birth at 

various pregnancy exposure windows by study center, in EDEN and PELAGIE (2001-2006). 

 EDEN PELAGIE  

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

BIRTH WEIGHT     

Exposure window 
Meteorological factor !  (95% CI)  p-Value !  (95% CI) p-Value !  (95% CI) p-Value 

Whole pregnancy       
Mean temperature  -72.4 (-211.7, 66.9) 0.31 -114.9 (-258.1, 28.2) 0.12 -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 1b        

Mean temperature  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 humidity  -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 2b       
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 3b        

Mean temperature  -50.6 (-146.6, 45.4) 0.30 -53.8 (-143.5, 35.8) 0.24 -53.8 (-99.2, -8.3) 0.02 
Mean relative humidity -75.2 (-169.1, 18.8) 0.12 -8.6 (-124.1, 106.9) 0.88 -24.8 (-72.6, 23.0) 0.31 

       

GESTATIONAL DURATION        

Exposure window 
Meteorological factor !  (95% CI) p-Value !  (95% CI)  p-Value !  (95% CI) p-Value 

Whole pregnancy       
Mean temperature  -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 1b        
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 humidity  -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 2b       

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 humidity 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 3b        
Mean temperature  -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 
       

PRETERM BIRTH        

Exposure window 
Meteorological factor 

RR (95% CI) p-Value RR (95% CI) p-Value RR (95% CI) p-Value 

Whole pregnancy       
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) 0.56 1.43 (0.71, 2.88) 0.32 
       

Trimester 1b        
Mean temperature  2.39 (0.71, 8.06) 0.16 0.45 (0.11, 1.78) 0.25 0.95 (0.42, 2.13) 0.90 

Mean relative humidity  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 2b       

Mean temperature  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 humidity 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 3b        
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 humidity 1.12 (0.49, 2.55) 0.79 1.21 (0.37, 3.92) 0.75 1.45 (0.81, 2.58) 0.21 
a All models were adjusted for maternal age, maternal height, pre-pregnancy weight, sex of the 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).  b Adjusted for exposure at other trimesters of pregnancy!
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Table S7. Adjusteda association between mean temperature (¡C) (for a 5¡C increase) and relative 

humidity (%) (for a 10% increase), and birth weight and gestational duration at various pregnancy 

exposure windows when excluding preterm delivery, in the EDEN and PELAGIE mother child 

cohorts (2001-2006), n= 5,185. 

Exposure window 

Meteorological factor 
Birth weight (grams) 

n=4954 
Gestational duration (weeks) 

n=4954 

 !  (95% CI) p-Value !  (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 1b   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 2b 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 relative humidity  -29.0 (-68.2, 10.2) 0.15 0.09 (-0.05, 0.22) 0.20 

Trimester 3b 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 
aAll models were adjusted for maternal age, maternal height, pre-pregnancy weight, sex of the newborn, 
parity, maternal smoking, level of education, season and year of conception, and center (and gestational age 
for birth weight using linear and quadratic terms). 
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Table S8. Adjusteda association between mean temperature (¡C) (for a 5¡C increase) and relative 

humidity (%) (for a 10% increase), and gestational duration and preterm birth at various pregnancy 

exposure windows when excluding planned caesarean section, in the EDEN and PELAGIE mother 

child cohorts (2001-2006), n= 5,185. 

Exposure window 

Meteorological factor 

Gestational duration (weeks) 

n=4580 

Preterm birth  

n=4580 

 !  (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 1b  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 2b 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 3b  n=4,421  n=4,421  
Mean temperature  -0.04 (-0.18, 0.09) 0.56 1.00 (0.56, 1.77) 0.99 

Mean relative humidity -0.06 (-0.20, 0.08) 0.38 1.11 (0.69, 1.78) 0.64 
aAll models were adjusted for maternal age, maternal height, pre-pregnancy weight, sex of the newborn, 
parity, maternal smoking, level of education, season and year of conception, and study center. 
*Not applicable in the context of a non-linear relationship.  
b Adjusted for exposure at other trimesters of pregnancy 
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Figure S2. Estimated concentration-response function and 95% confidence interval between 

gestational duration and mean temperature over the whole pregnancy in the EDEN and 

PELAGIE mother child cohorts (2001-2006) when excluding planned caesarean section, 

using penalized splines.  
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A) 

 

B) 

 

Figure S3. Estimated effect and 95% confidence intervals of (A) a 5¡C 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 second-degree polynomial distributed-lag 

model adjusted for covariates, in EDEN and PELAGIE mother-child cohorts (2001-2006), 

n=5,185. 
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Figure S4. Estimated concentration-response function and 95% confidence interval between 

gestational duration and mean humidity over the trimester 1 in the EDEN and PELAGIE 

mother child cohorts (2001-2006) when excluding planned caesarean section, using penalized 

splines.  
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Ce chapitre, dont lÕobjectif Žtait dÕŽtudier le potentiel r™le de la mŽthylation de lÕADN 

placentaire comme potentiel biomarqueur aux expositions environnementales, se divise en 

deux sous-parties. La premi•re partie prŽsente les travaux portant sur les effets des 

expositions prŽnatales ˆ la pollution de lÕair et aux conditions mŽtŽorologiques sur la 

mŽthylation de lÕADN. Ces travaux sont basŽs sur une approche agnostique et font lÕobjet 

dÕun deuxi•me article en cours de prŽparation pour une soumission au journal Environnent 

International pour lequel jÕai rŽalisŽ le data-management, les analyses statistiques et la 

rŽdaction du papier. La deuxi•me partie porte sur la m•me problŽmatique, mais se base sur 

une approche originale avec a priori  basŽe sur des connaissances biologiques, et sera quant 

ˆ elle prŽsentŽe sous forme classique. Ces analyses ont portŽ uniquement sur la cohorte 

EDEN pour laquelle les donnŽes de mŽthylation Žtaient disponibles. 
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1.! RŽsumŽ Article 2: Impact of pregnancy exposure to atmospheric 

pollution and meteorological conditions on placental DNA methylation: 

an epigenome-wide association study. 

1.1.!Introduction  

Si des Žtudes ont montrŽ une association entre la pollution de lÕair, les conditions 

mŽtŽorologiques et diffŽrentes issues de grossesse dŽfavorables, les mŽcanismes biologiques 

qui pourraient expliquer ces associations sont encore peu connus. Les marques ŽpigŽnŽtiques, 

telles que la mŽthylation de lÕADN, seraient susceptibles de porter la mŽmoire des 

expositions environnementales prŽcoces de la vie et d'•tre associŽes ˆ des probl•mes de santŽ 

ˆ plus ou moins long terme. Au sein de la cohorte EDEN, nous avons explorŽ si lÕexposition 

aux polluants (PM10 et NO2) et aux conditions mŽtŽorologiques (tempŽrature et humiditŽ 

relative) pendant la grossesse Žtait associŽe ˆ des modifications de mŽthylation de lÕADN 

dans le placenta notamment ̂ lÕaide d'une Žtude ˆ lÕŽchelle du gŽnome entier. 

1.2.!MŽthodes 

Des Žchantillons de placenta centraux ont ŽtŽ collectŽs ˆ lÕaccouchement pour 1301 femmes 

de la cohorte EDEN. Nous avons restreint nos analyses aux 668 femmes pour lesquels les 

donnŽes sur lÕexposition ˆ la pollution de lÕair Žtaient disponibles. La mŽthylation de lÕADN 

a ŽtŽ analysŽe en utilisant la puce Illumina 450K. Les expositions maternelles aux polluants 

(estimŽes ˆ lÕaide dÕun mod•le de dispersion) et aux conditions mŽtŽorologiques (obtenues ˆ 

partir de la Publith•que de MŽtŽo France) ont ŽtŽ moyennŽes sur diffŽrentes fen•tres 

dÕexposition : jour 1 ˆ 3 prŽcŽdant lÕaccouchement, la semaine et le mois prŽcŽdant 

lÕaccouchent puis chaque trimestre de grossesse et la grossesse enti•re. Nous avons regardŽ 

lÕassociation entre ces expositions environnementales et la mŽthylation globale (les ŽlŽments 

rŽpŽtŽs Alu et LINE1 et la mŽthode GAMP) dÕune part puis la mŽthylation de chacun des 426 
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049 sites CpGs mesurŽs par la puce Illumina. Pour cela, des mod•les de rŽgression linŽaire 

robustes, ajustŽs sur les potentiels facteurs de confusion et sur les facteurs techniques 

(groupe, plaque et puce), ont ŽtŽ mis en place. Enfin, la multiplicitŽ des tests a ŽtŽ corrigŽe ˆ 

lÕaide de la mŽthode de correction de Benjamini-Hochberg de la famille de FDR (False 

Discovery Rate). 

1.3.!RŽsultats 

Les concentrations moyennes de NO2 et PM10 pendant la grossesse (25e-75e percentile) 

Žtaient de 20.0 (15.9-23.7) and 19.0 (12.9-24.8) ! g/m3 respectivement. Les niveaux moyens 

de tempŽrature et dÕhumiditŽ relative pendant la grossesse (25e-75e percentile) Žtaient de 

10.9 (9.0-12.9) ¡C and 77.1 (74.9-79.5) % respectivement. Aucune association significative 

nÕa ŽtŽ observŽe entre la mŽthylation de lÕADN et les conditions mŽtŽorologiques. Apr•s 

lÕapplication de la correction FDR de tests multiples, lÕexposition aux PM10 et de NO2 au 

cours du premier trimestre de la grossesse a ŽtŽ associŽe ˆ une plus faible mŽthylation de 

lÕADN ˆ un site CpG situŽ dans le corps du g•ne ADARB2 (chromosome 10) et lÕexposition 

au NO2 au cours du deuxi•me trimestre a ŽtŽ associŽe ˆ une plus faible mŽthylation de lÕADN 

ˆ un site CpG situŽ dans le corps du g•ne ADORA2B (chromosome 17). 

1.4.!Discussion 

Ë notre connaissance, notre Žtude est la premi•re ˆ Žtudier lÕassociation entre mŽthylation de 

lÕADN dans le tissu placentaire et lÕexposition prŽnatale et les expositions prŽnatales aux 

polluants et aux conditions mŽtŽorologiques, en utilisant des donnŽes de lÕŽpigŽnome entier. 

Nos rŽsultats sugg•rent une diminution de mŽthylation sur certains g•nes en association avec 

lÕexposition aux polluants atmosphŽriques en dŽbut de grossesse. Ces rŽsultats co•ncident en 

termes de fen•tre dÕexposition avec les deux prŽcŽdentes Žtudes sur les effets de lÕexposition 

aux polluants de la m•re pendant la grossesse sur la mŽthylation de lÕADN ; la premi•re Žtude 
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reportant une mŽthylation globale plus faible dans le placenta en association avec une 

exposition aux PM2.5 pendant le trimestre 1 et la deuxi•me reportant une mŽthylation plus 

faible pour LINE1 dans le sang de lÕenfant en association avec une exposition aux PM10 et O3 

pendant le trimestre 1. Le premier trimestre de grossesse pourrait donc •tre une fen•tre 

particuli•rement sensible ˆ lÕexposition des polluants atmosphŽriques sur la mŽthylation de 

lÕADN placentaire.  
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ABSTRACT 

Background: Epigenetic marks such as DNA methylation, may bear the memory of early life 

environmental exposures, but the evidence is limited in humans. We investigated whether 

atmospheric pollutants, temperature and humidity during pregnancy were associated with 

altered placental DNA methylation. Methods: In 668 placenta samples from the EDEN 

mother-child cohort, genome-wide DNA methylation was analyzed using the Illumina450K 

BeadChip. Ambient nitrogen dioxide (NO2) and particulate matter (PM10) concentrations 

from a dispersion model as well as temperature and relative humidity from the closest 

monitor were estimated at the home address and averaged over various time windows during 

pregnancy. We used robust linear regression models adjusted for relevant covariates and 

technical effects to study the association between environmental pregnancy exposures and 

each CpG methylation level. P-values were corrected for false discovery rate Results: PM10 

and NO2 average during pregnancy were (25th-75th percentile) 20.0 (15.9-23.7) and 19.0 

(12.9-24.8) ! g/m3 respectively. Temperature and relative humidity average during pregnancy 

were (25th-75th percentile) 10.9 (9.0-12.9) ¡C and 77.1 (74.9-79.5) %, respectively. No 

significant association of DNA methylation was found with weather conditions. Exposure to 

PM10 and NO2 during the first trimester of pregnancy was associated with lower DNA 

methylation at one CpG site located in ADARB2 and exposure to NO2 during the second 

trimester was associated with lower DNA methylation at another CpG site located in 

ADORA2B. This gene codes for adenosine receptor A2B, which has a role in placental 

development and possibly in the pathophysiology of preeclampsia. Conclusions: Our 

findings suggest a lower level of methylation on ADARB2 and ADORA2B genes in 

association with exposure to air pollutants in early pregnancy. To our knowledge, this is the 

first study to investigate the association between air pollution and placental DNA methylation 

using epigenome-wide data in humans.  
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INTRODUCTION  

Epidemiological studies have reported that exposure to air pollution during pregnancy is 

associated with adverse birth outcomes (van den Hooven et al. 2012, reviewed e.g. by Shah et 

al. 2011; Stieb et al. 2012). More recently, other studies have reported similar adverse effects 

of high- or low-ambient temperatures during pregnancy, these being extreme or not (Strand et 

al. 2012; reviewed e.g. by Beltran et al. 2014; Strand et al. 2011). Adverse birth outcomes, 

including preterm birth and lower birth weight, are associated with higher morbidity and 

mortality on the short and long term (Kramer 2003). 

Epigenetic marks control gene expression, and epigenetic modifications at birth could reflect 

early life environmental exposures. They are thus likely to bear the memory of these early life 

exposures and to be associated with health in the short and long terms (Foley et al. 2009; 

Koukoura et al. 2012; Waterland and Michels 2007). One of the best studied epigenetic 

marks is DNA methylation which refers to the addition of a methyl group on cytosine bases 

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

Previous studies in elderly have reported changes in global DNA methylation levels and 

gene-specific methylation patterns in association with exposure to air pollution (Baccarelli et 

al. 2009; Bind et al. 2014a; Madrigano et al. 2011) and to temperature and relative humidity 

(Bind et al. 2014b). In a crossover trial, Bellavia et al. (2013) found that short exposure to 

particulate matter induced a global (repetitive-element: Alu) and gene specific (TLR4) DNA 

hypomethylation in adult blood of non-smokers. A recent genome-wide analysis in adult 

blood has identified several CpG (cytosineÐphosphateÐguanine) sites, in or close to NSMAF, 

C1orf212, MSGN1, NXN, associated with particulate matter concentration (Panni et al. 2016). 

The literature on the potential effect of air pollution and temperature on changes in DNA 

methylation patterns in newborns or children has received little attention so far. A study 
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analyzing buccal samples from children reported methylation changes in three nitric oxide 

synthase genes in association with exposure to particulate matter (Breton et al. 2012). A 

recent meta-analysis investigated the association between maternal NO2 exposure during 

pregnancy and epigenome-wide DNA methylation in cord blood and identified epigenome-

wide significant associations for 3 CpG sites in mitochondria-related genes (LONP1, 

HIBADH and SLC25A28) (Gruzieva et al. 2016). 

In the context of pregnancy outcomes, the placenta represents a relevant tissue for studying 

the DNA methylation patterns. Indeed, throughout in utero development, the placenta plays a 

key role in controlling growth and development, but it is also the place of maternal-fetal 

exchanges (Koukoura et al. 2012). This short-lived tissue may finally reflects the 

accumulated exposition of the mother during the pregnancy, and thus the exposition of the 

newborn since its conception. Only one study has investigated the effect of air pollution 

during pregnancy on global placental DNA methylation levels and reported a lower 

methylation associated with exposure to particulate air pollution in early pregnancy and over 

the whole pregnancy (Janssen et al. 2013). However, to our knowledge, no study has to date 

investigated the relationship between exposure to meteorological conditions during 

pregnancy and methylation patterns (either epigenome-wide or gene specific) in placental 

tissue. 

Within the EDEN mother-child cohort, we investigated whether ambient concentrations of 

atmospheric pollutants (particulate matter with aerodynamic diameter "  10 µm (PM10), 

nitrogen dioxide (NO2)) and ambient levels of temperature and relative humidity averaged 

over different exposure windows throughout the pregnancy were associated with changes in 

placental DNA methylation using an epigenome-wide association study (EWAS). 
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MATERIAL AND METHODS  

Study population 

The EDEN mother-child cohort aims at assessing prenatal and postnatal determinants of child 

growth, development, and health. Between 2003 and 2006, 2002 pregnant women were 

recruited in two French university hospitals (Nancy and Poitiers) before 24 weeks of 

gestation. Exclusion criteria were multiple pregnancies, pre-pregnancy diabetes, French 

illiteracy, and planned move outside the region in the following 3 years. The detailed study 

protocol was published in Heude et al. (2015).  

Using a standardized procedure, placenta samples were collected at delivery for 1301 women, 

by the midwife or the technician of the study. The placenta was mopped, and samples of 

around 5mm x 5mm were carried out in the center of the placenta, on the fetal side. The 

placenta samples were immediately frozen at -80¡C and stored in the biobanks of the study. 

Among the 806 women for whom data on exposure to air pollution during pregnancy were 

available, we restricted our study to 668 women randomly selected. 

The EDEN cohort received approval from the ethics committee (CCPPRB) of Kremlin 

Bic•tre and from the French data privacy institution ÒCommission Nationale de 

lÕInformatique et des LibertŽsÓ (CNIL). Written consent was obtained from the mother for 

herself and for the offspring at birth. 

Placental DNA methylation assessment 

The DNA methylation analysis was performed by The Centre National de GŽnotypage (CNG, 

Evry, France). The DNA samples were plated onto plates with 96-well or 48-well. In total, 

nine plates including 64 chips were used. These plates were analyzed in 4 batches. The ratios 

for sex (boy/girl) and recruitment center (Poitiers/Nancy) were balanced for each chip. We 
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have replicated several samples to assess whether the 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 IlluminaÕs Infinium HumanMethylation450 BeadChip, representing over 485.000 

individual CpG site, was used to assess levels of methylation in placenta samples following 

the manufacturerÕs instructions (Illumina, San Diego, CA, USA). Raw signals of 450K 

BeadChips were extracted using the GenomeStudio¨  software (v2011.1, Illumina). The DNA 

methylation level of each CpG was calculated as the ratio of the intensity of fluorescent 

signals of the methylated alleles over the sum of methylated and unmethylated alleles (# 

value). All samples passed initial quality control and had on average more than 98 % of valid 

data points (detection p-value <0.01), A refined version of the Subset Quantile Normalization 

(SQN) pipeline (Touleimat and Tost 2012) including a revised annotation 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 corrected using the 

lumi R package (Du et al. 2008) as implemented in the SQN pipeline. Probes 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.org)) at a frequency of more than 5% were removed from 

the analysis. Probes previously reported to map to several genomic regions were removed 

(Chen et al. 2013). The SQN pipeline uses the intensity signals of high-quality (i.e. low 

detection p-value) Infinium I probes as ÒanchorsÓ to estimate a reference distribution of 

quantiles for probes in a biologically similar context based on the annotation file (Touleimat 

and Tost 2012). This reference was then used to estimate a target distribution of quantiles for 

InfII probes as a means to provide an accurate normalization of InfI/InfII  probes and correct 

for the shift between the two types of Infinium probes. SQN is performed for each individual 
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separately. A principal component analysis as well as a hierarchical clustering were applied 

and showed no overall difference in the methylation patterns across participants samples and 

control samples, so that a quantile normalization was performed for between sample 

normalization. After quality control and normalization steps, 426,049 CpG sites were 

available for statistical analyses. Methylation beta values ranged from 0 to 1. Beta values 

were used in all subsequent analyses.  

Global methylation was also evaluated by measuring methylation of repetitive Alu elements 

(Alu) and long interspersed nucleotide elements 1 (LINE-1) using a previously published 

pyrosequencing methylation assay (Yang et al. 2004). 

Environmental exposures assessment 

For atmospheric pollution, NO2 and PM10 hourly concentrations were modeled at the 

women's home addresses using the quasi-Gaussian Atmospheric Dispersion Modeling 

System (ADMS) Urban 3.1 (Cambridge Environmental Research Consultants, Cambridge, 

United Kingdom) (Sellier et al. 2014). This model was implemented with the same 

methodology for both cities of Poitiers and Nancy. 

For meteorological exposure, ambient temperature (T, in ¡C) and relative humidity (RH, in 

%) were obtained from the French national reference center of MŽtŽo France. These 

parameters are measured daily by meteorological stations located across the entire French 

territory. For each woman, the meteorological station nearest to her home address 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 NO2, PM10, 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 examined the impact of environmental exposures on the overall methylation level over 

the entire genome using two approaches: 

1 Ð Repetitive elements analysis. We used a linear regression to study the association 

between air pollution, meteorological conditions and Alu and LINE-1 methylation levels. 

All analyses were adjusted for the following covariates selected a priori: child sex, parity (0, 

1, $2 children), maternal age at end of education (" 18, 19-20, 21-22, 23-24, $25 years), 

season of conception, study center (Poitiers and Nancy), maternal body mass index (kg/cm%), 

maternal age (years), maternal smoking during pregnancy (daily average number of 

cigarettes) and gestational duration (weeks). We additionally adjusted for technical factors of 

the methylation measurements: batch, plate and chip. 

We tested (1) the simultaneous effect of weather conditions - temperature and humidity - 

(using restricted cubic splines (Harrell FE 2001)) on Alu and LINE-1, adjusting for 

covariates; (2) the association with each air pollutant (as a continuous variable, with the same 

considered exposure windows) adjusting for weather conditions (temperature and humidity, 

with restricted cubic spline effects) and for covariates.  

2 Ð Global analysis of methylation profiles (GAMP). We additionally conducted a 

global analysis of DNA methylation data. This method, described by Zhao et al. (2015), 

allows to test whether exposure changes the overall profile or distribution of CpG 

measurements for a given subject instead of examining the effect of individual CpGs. Briefly, 
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each individual's methylation profile is characterized by approximating the density function 

or the cumulative distribution function (CDF) of the methylation distribution using B-splines 

basis functions. The B-spline coefficients are used to represent each individual overall 

methylation distribution. A variance component score test, which naturally accommodates the 

correlation between B-spline coefficients, was computed and we tested its association with 

the continuous exposure, resulting in a single p-value being generated. 

Genome-wide placental methylation analysis. 

Epigenome wide association studies (EWAS) were performed to test the association between 

air pollution, weather conditions and site-specific genome-wide methylation levels. In this 

method, a robust linear regression model, which accounts for potential outliers and 

heteroscedasticity in the data (Fox and Weisberg 2011), was fitted for each CpG site.  

Multiple testing was accounted for by applying a Benjamini and Hochberg False Discovery 

Rate (FDR) correction to the p-values that were obtained (Benjamini and Hochberg 1995). 

This correction is predominantly used in EWAS since CpG sites in close proximity are likely 

to be linked. Bonferroni threshold (threshold at 1.2x10-7) was also tested for a comparison 

although this method assumes independence between all CpG sites.  

We used the same approach described for repetitive elements analysis by testing (1) the 

simultaneous effect of weather conditions (temperature and humidity) and (2) the effect with 

each air pollutant (as a continuous variable, with the same considered exposure windows) 

adjusting for weather conditions (temperature and humidity). For each exposure windows, we 

used the following models: 

! "#$%& "' ( ) "*+' , "-./01/23452/ $6") "*+' 7"-8509:94; $6) "' <
=>$) "?$%, 

@"#$%& "' ( ) "' , "ABCC543D4$) "*+' 7"-./01/23452/ $6") "*+' E"-8509 :94;$6) "' <
=>$) "?$%, 
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Where Yij is the methylation measurement for the given CpG j for subject i, 

F+G7"-HIJKILMNOLIP6"is a restricted cubic spline (Harrell FE 2001) for temperature, 

F+G7"-QOJRSRNTP6"is a restricted cubic spline for humidity, UPis the set of covariates and VPis 

the random error.  

The statistical significance of the exposure was tested at 5% level. All analyses were 

performed using statistical software R, Version 3.0.1. 

RESULTS 

Descriptive statistics 

Table 1 summarizes the characteristics of the study population. On average, the participating 

mothers were 29 years old, with a pre-pregnancy BMI of 22.9 kg/m%. About half of the 

newborns (52%) were male. The average (±SD) gestational duration was 40 (±2) weeks and 

32 pregnancies (5%) had a duration between 28 and 36 gestational weeks. Median air 

pollution and meteorological whole pregnancy levels varied by season of conception (p<10-3) 

and study center (p<10-3). 

 

Figure 1 displays the distribution of the environmental exposure levels averaged over several 

exposure windows. As expected, the longer the exposure window, the less variable the 

exposures. PM10 and NO2 were strongly and positively correlated across exposure windows 

(correlation ranged from 0.74 to 0.84). Temperature and relative humidity were strongly and 

negatively correlated by exposure windows (correlation ranged from -0.70 to -0.81). NO2 was 

moderately correlated with temperature and relative humidity (|r|=0.15 to 0.60) and PM10 was 

weakly correlated with temperature and relative humidity (|r|=0.002 to 0.37), (Supplemental 

Material, Table S1). 
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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). Hypomethylated and hypermethylated CpG sites 

had a weak variability while a higher variability in methylation levels was observed for 

moderately methylated CpG sites (Supplemental Material, Figure S1). 

Exposures and global DNA methylation  

We found no statistically significant association of environmental exposures with both of Alu 

and LINE-1 methylation levels, nor with the overall profile or distribution of CpG 

measurements across individuals (p-values$0.17, Table 2). 

Meteorological conditions and genome-wide placental methylation 

We tested in the same model the effect of temperature and relative humidity on CpG sites 

adjusted for known covariates. The EWAS revealed no significant association after correcting 

for multiple testing for any exposure windows, whether with FDR or Bonferroni (results not 

shown). 

Atmospheric pollutants and genome-wide placental methylation 

We independently tested the effect of each air pollutant adjusted for weather conditions and 

for known covariates. Using FDR correction, we identified one CpG methylation site 

(cg13885156 Ð ADARB2 gene Ð Chromosome 10) that was significantly associated with both 

NO2 and PM10 exposures over the first trimester of pregnancy, with a decrease of methylation 

level (#=-0.32, p=1.04x10-7 and #=-0.89, p=6.21x10-8, respectively) for a 10 ! g/m3 increase 

in exposure (Figure 3.A, B; Supplemental Material, Table S2). We also identified one CpG 

methylation site (cg17580614 Ð ADORA2B gene Ð Chromosome 17) that was significantly 

associated with NO2 exposure over the trimester 2 of pregnancy, with a decrease of 

methylation level (#=-0.41, p=5.51x10-8) for a 10 ! g/m3 increase in exposure (Figure 3.C; 
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Table 3). No other significant association was found for any of the exposure windows (see 

supplementary Table S3 Ð S4 for a list of the CpGs with the lowest p-values). 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 genome-wide study 

analyzing site-specific DNA methylation changes in placenta in relation to in utero exposure 

to PM10, NO2, temperature and relative humidity. While no significant association was found 

with weather conditions (temperature and humidity), we identified two CpGs whose 

methylation was significantly lower with increased in air pollutants concentrations. Prenatal 

exposure to PM10 and NO2 in the first trimester of pregnancy was associated with a lower 

methylation at cg13885156, located in the body of ADARB2 (Shore (S)). Exposure to NO2 in 

the second trimester of pregnancy was associated with a lower DNA methylation at 

cg17580614, located in the body of ADORA2B (Island).  

These two genes are protein-coding genes. The expression of ADORA2B gene (Adenosine 

A2b Receptor) has already been found associated with hypoxia and pre-eclampsia in pregnant 

women (Acurio et al. 2014). A genome-wide 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 of PE (Jia 

RZ et al. 2012). In the same way, Darashchonak et al. (2014a, 2014b) suggested that 

adenosine receptor A2B has a role in placental development and possibly in the 

pathophysiology of PE. In both mice and humans, it has also been suggested that elevated 

placental adenosine signaling via excessive ADOAR2B signaling inducing placental 

impairment contributes to the pathogenesis of PE, to small fetuses, small placentas and fetal 

growth restriction (Iriyama et al. 2015). Regarding the ADARB2 gene, his involvement 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 serum adiponectin 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 pollution 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 adults have suggested significant changes in DNA 

methylation levels after exposure to particulate matters in repetitive elements or in gene 

specifics (Baccarelli et al. 2009, Madrigano et al. 2011, Bellavia et al. 2013, bind et al. 

2014a) and more recently in genome-wide analysis (Panni et al. 2016). Regarding prenatal air 

pollution exposures, only two studies focused on their effects on global methylation in 

placenta (Janssen et al. 2013) and on repetitive elements in newborn bloodspots (Breton et al. 

2016). Fetal life is crucial period requiring deeper investigations as it is believed to impact 

the development of the fetus, but also potentially on the longer term the childhood and 

adulthood disease phenotypes (Konkel 2016). Besides, the placenta is a central organ in the 

mother-child 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 NO2 and PM10 pollutants and Alu 

and LINE1 methylation. Although not comparable because exposure and population were 

different, in a study on elderly men (n=719), exposure to PM2.5 for a 7-day moving average 

was associated with significantly lower LINE1 methylation (Baccarelli et al. 2009). Janssen 
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et al. 2013, using placenta tissue (n=240), reported that exposure to PM2.5 over the first 

trimester was significantly associated with global lower methylation; no association was 

found over the second and the third trimesters. In the same way, Breton et al. 2016 reported a 

significant association between prenatal exposure to PM10 and O3 in the first trimester and 

lower DNA methylation in LINE1, although it was measured in newborn bloodspots (n=459) 

rather than in placenta tissue. These 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 PM10 and NO2 exposure over the first trimester of pregnancy. 

This is consistent with the BretonÕs hypothesis which suggests that the 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 genome-wide DNA methylation in placenta tissue; a recent study investigated 

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

in adults and elderly men using a EWAS. They reported a significant association between 12 

CpG sites and PM concentration (one for 2-day average, one for 7-day and ten for 28-day); 

among them, 9 sites expressed increased methylation (Panni 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 humidity and 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 temperature 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 hypermethylation. We did not investigate DNA 

methylation at specific genes.  

The strengths were the use of placenta tissue which is easy to collect, non-invasive and may 

allow a good reproducibility of our study as exposures affecting its development are 

supposedly more easily fully measured; the possession of a large range of relevant covariates 

including many health and individual information collected early in pregnancy. In terms of 

exposure measurement, air pollution exposures were estimated individually relying on home 

addresses of the women using a dispersion model and meteorological factors. 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 epigenome-wide study, we have identified a lower level of placental 

DNA methylation at very specific loci in association with higher exposure to air pollution in 

early pregnancy. Whether the observed associations potentially bear long-term consequences 

on the health of the child (or possibly future generations) remains to be further 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 the covariates in the EDEN study population (n=668), and median 

air pollution and meteorological exposure over the whole pregnancy period per class of 

categorical covariates.  

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

Characteristics   All   Ta  RHb  NO2
c  PM10

d  
Center              

Poitiers   287 (43)  12.20  77.26  12.19  15.64  
Nancy   380 (57)  9.80  77.21  23.42  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)  10.49  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)  10.99  76.75  18.23  21.25  
$25   126 (19)  10.70  77.81  18.83  21.38  

Season of conception   
  

 
 

       
January Ð March    143 (21)  13.54  73.84  14.59  17.14  
April Ð June   153 (23)  12.26  77.34  18.62  21.65  
July Ð September    188 (28)  8.67  80.12  19.35  21.98  
October Ð December    183 (27)  10.10  76.71  16.87  20.47  

BMI e (kg/cm")                          22.9±4.2     -  -  -  -  
Maternal age (year)                 28.9±5.1     -  -  -  -  
Maternal smoking*                  1.7±3.5     -  -  -  -  
Gestational duration (weeks)  39.8±1.7     -  -  -  -  
a T= Temperature 
b RH= Relative humidity 
c NO2= Nitrogen dioxide 
d PM10= Particulate matter smaller than 10 ! m 
e BMI= prepregnancy Body Mass Index 
*Number of cigarette per day during pregnancy 
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Table 2. Results of global methylation association with prenatal exposure to NO2, PM10, 

Temperature and relative humidity, with repetitive elements (Alu and LINE-1) analysis and 

GAMP analysis.  

 Alu*  LINE -1*  GAMP Ð p-value 
 !  (se) p !  (se) p TestCDFs1 Densities2 
NO2       

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 before birth -0.02 (0.04) 0.72 -0.07 (0.12) 0.56 1 1 
Week before birth -0.04 (0.03) 0.17 -0.10 (0.10) 0.29 0.641 0.766 

PM10       
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 before birth -0.04 (0.11) 0.66 0.11 (0.30) 0.72 1 0.333 
Week before birth -0.03 (0.08) 0.74 0.07 (0.22) 0.73 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 

1-Tests whether the CDFs of the observed methylation distributions for each individual are associated 
with an exposure variable. 
2-Tests whether the densities of the observed methylation distributions for each individual are 
associated with an exposure variable. 

 * Models were adjusted for child sex, maternal parity, age at end of education, body mass index, age, 

smoking during pregnancy, season of conception, study center, and gestational duration. We 

additionally adjusted for technical factors of the methylation measurements: batch, plate and chip. 
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Table 3. Differentially methylated CpG sites associated with the ADORA2B gene 

(chromosome 17) in relation to NO2 exposure over the second trimester (n=668 pregnant 

women from EDEN cohort). 

UCSC Reference 
Gene Group Location Name 

Mean 
methylation 

% (SD) 
Regression ! a p-valueb FDRc 

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) cg07563400 34.3 (12.5) -0.044 4.04x10-7 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) 2.65x10-4 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 cg17580614 58.6 (13.8) -0.041 5.51x10-8 0.023 
3'UTR 

 
cg17716037 95.2 (01.5) -5.48x10-4 0.531 0.948 

TSS1500 Island cg19245381 24.6 (17.6) -0.023 0.091 0.802 

  
cg20504533 18.4 (24.3) -0.015 0.036 0.740 

TSS200 Island cg20959872 14.8 (17.9) -0.011 0.041 0.748 
Body 

 
cg21501163 94.0 (01.5) -7.50x10-4 0.471 0.938 

TSS200 Island cg22087450 19.8 (23.6) -0.013 0.064 0.778 
Body Shelf (S) cg23353570 79.6 (07.0) 0.002 0.527 0.947 
TSS200 Island cg23694114 17.5 (24.4) -0.013 0.033 0.736 
a Estimated difference in methylation for a 10 ! g/m3 increase adjusted for child sex, parity, maternal 
age at end of education, season of conception, study center, maternal body mass index (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 1.2x10-7. 
c FDR: False discovery Rate with Benjamini-Hochberg 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 NO2 (A), PM10 (B), temperature (C) and relative humidity (D). (D1, 

2, 3 = Day 1, 2, 3 before delivery; W1 = Week before delivery; M1 = Month before delivery; 

T1, 2, 3 = Trimester 1, 2, 3 and Preg =whole pregnancy). 
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Figure 2. Histograms of DNA methylation levels in our data averaged per CpG site.  
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Figure 3. Manhattan plots of p-values obtained by performing an EWAS for which we 

identified significant CpG sites: PM10 (A) and NO2 (B) over the first trimester, NO2 over the 

second trimester of pregnancy (C). Dots correspond to p-values for each of the CpG 

methylation sites (n=426,049 CpG sites assessed on n=668 women). Red lines correspond to 

the FDR threshold. 
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Table S1. Spearman correlation for air pollution and weather variables (n=668). 
  NO2 P NO2 T1 NO2 T2 NO2 T3 PM10 P PM10 T1 PM10 T2 PM10 T3 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 in the regression 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 methylation (beta values) according to the mean (M) and the 

standard deviation (SD). 

 
 
 

  

M 
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Table S2. Placental CpG sites differentially methylated located in ADARB2 gene (chromosome 10) in relation 

to PM10 and NO2 exposure over the first trimester (n=668 pregnant women from Eden Cohort). 

UCSC Reference 
Gene Group Location Name Mean methylation 

% (SD) 

PM10 NO2 

! a p-valueb FDRc ! a p-valueb FDRc 

Body  cg00075956 43.69 (8.53) 6.81E-02 6.63E-01 0.9999 2.69E-02 6.56E-01 0.9813 

Body  cg00363080 48.04 (15.67) -1.58E-01 6.17E-01 0.9999 -7.25E-02 4.87E-01 0.9681 

  cg00467420 42 (11.03) -2.51E-01 2.39E-01 0.9999 -7.04E-02 3.53E-01 0.9527 

Body  cg00513169 48 (8.26) -3.20E-02 8.16E-01 0.9999 -2.26E-02 6.59E-01 0.9817 

Body  cg00525288 65.42 (13.81) -3.03E-01 2.58E-01 0.9999 -1.70E-01 9.68E-02 0.8939 

Body  cg00525508 85.15 (8.39) -2.42E-01 1.30E-01 0.9922 -6.02E-02 3.24E-01 0.9488 

Body Shore (N) cg00615654 76.51 (10.25) -8.92E-02 6.42E-01 0.9999 -2.03E-02 7.78E-01 0.9889 

Body  cg00972313 60.87 (10.59) -4.13E-01 4.43E-02 0.9569 -1.43E-01 3.92E-02 0.8536 

Body  cg01277072 66.14 (10.16) -8.30E-02 6.50E-01 0.9999 -9.45E-03 8.90E-01 0.9949 

Body  cg01341216 78.09 (11.32) 2.96E-01 1.29E-01 0.9920 1.08E-01 1.58E-01 0.9156 

Body Shore (S) cg01364755 48.22 (16.9) -2.08E-01 4.75E-01 0.9999 7.61E-02 4.92E-01 0.9688 

Body Island cg01561194 6.92 (0.98) 1.67E-02 3.39E-01 0.9999 1.77E-03 7.92E-01 0.9898 

3'UTR Shore (N) cg02027800 61.74 (12.08) -6.07E-02 8.05E-01 0.9999 -5.13E-02 5.72E-01 0.9758 

Body  cg02059512 46.76 (4.97) 3.83E-03 9.63E-01 0.9999 5.17E-03 8.67E-01 0.9940 

Body Shelf (S) cg02069524 57.14 (7.83) 1.69E-01 2.28E-01 0.9999 2.94E-02 5.97E-01 0.9773 

Body  cg02088470 89.3 (6.7) -1.36E-01 9.70E-02 0.9807 -4.95E-02 1.22E-01 0.9040 

Body Shelf (S) cg02204442 46.34 (6.56) 1.48E-01 1.77E-01 0.9984 3.81E-02 3.46E-01 0.9510 

Body Island cg02224138 25.67 (6.51) -1.01E-01 4.06E-01 0.9999 8.65E-03 8.44E-01 0.9929 

TSS1500 Island cg02270183 3.6 (2.49) 1.67E-02 4.49E-01 0.9999 1.61E-03 8.24E-01 0.9922 

Body  cg02380151 53.15 (6.19) -4.82E-02 6.29E-01 0.9999 -4.86E-02 2.17E-01 0.9290 

Body  cg02445968 31.47 (5.95) 5.10E-02 6.14E-01 0.9999 4.17E-02 2.84E-01 0.9435 

Body  cg02560863 49.69 (9.31) -2.46E-01 1.89E-01 0.9984 3.36E-02 6.05E-01 0.9778 

TSS1500 Shore (S) cg02609848 9.59 (6.58) -1.12E-01 1.70E-01 0.9984 -4.41E-02 1.38E-01 0.9098 

Body Shelf (S) cg02697989 39.76 (3.75) 4.58E-03 9.42E-01 0.9999 -6.45E-03 7.95E-01 0.9900 

Body  cg02726524 92.89 (3.8) 3.68E-03 9.34E-01 0.9999 6.12E-03 6.85E-01 0.9834 

Body  cg02851212 82.23 (7.36) -9.54E-02 4.85E-01 0.9999 -1.35E-02 7.79E-01 0.9889 

Body  cg02887530 11.92 (3.62) 9.10E-03 8.93E-01 0.9999 7.07E-03 7.66E-01 0.9882 

TSS200 Island cg02899206 9.35 (6.2) 9.33E-03 8.62E-01 0.9999 -4.05E-03 8.50E-01 0.9933 

Body  cg02924954 52.2 (4.15) 5.85E-02 4.59E-01 0.9999 1.13E-02 6.94E-01 0.9841 

Body  cg03079937 76.08 (11.97) -1.23E-01 5.60E-01 0.9999 -1.08E-01 1.75E-01 0.9188 

Body  cg03152899 54.69 (7.34) 8.72E-02 5.32E-01 0.9999 -5.68E-02 2.78E-01 0.9425 

Body Island cg03183215 45.73 (5.59) 7.86E-02 4.66E-01 0.9999 4.84E-03 9.03E-01 0.9958 

Body  cg03213833 70.22 (10.14) -6.30E-02 7.47E-01 0.9999 -1.65E-02 8.26E-01 0.9923 

Body  cg03277925 53.4 (9.5) -3.61E-02 8.25E-01 0.9999 1.89E-02 7.56E-01 0.9880 

TSS200 Island cg03410436 15.03 (7.29) -7.42E-02 4.73E-01 0.9999 -4.71E-02 1.82E-01 0.9206 

Body  cg03462714 58.09 (13.68) -2.82E-01 2.63E-01 0.9999 -9.47E-02 3.08E-01 0.9471 

Body  cg03480068 34.71 (9.08) -6.43E-02 7.16E-01 0.9999 -6.54E-02 3.03E-01 0.9468 

Body  cg03678558 62.77 (12.41) 1.04E-01 6.70E-01 0.9999 1.85E-02 8.44E-01 0.9929 

Body  cg03717931 62.49 (10.88) 2.38E-01 1.92E-01 0.9989 5.24E-02 4.62E-01 0.9657 

Body Shelf (N) cg03754605 60.84 (9.43) -8.19E-02 6.42E-01 0.9999 -1.39E-01 4.26E-02 0.8554 

Body Shelf (S) cg04009446 83.52 (9.34) -1.52E-01 3.68E-01 0.9999 -1.18E-01 6.44E-02 0.8718 

Body  cg04012681 11.14 (3.3) -4.74E-03 9.38E-01 0.9999 -1.89E-02 3.93E-01 0.9579 

Body Shelf (N) cg04089420 28.03 (8.06) -3.17E-01 8.58E-03 0.8811 -7.34E-02 1.05E-01 0.8971 

Body Shelf (S) cg04245026 40.45 (8.46) -1.62E-01 2.63E-01 0.9999 -1.07E-01 5.71E-02 0.8672 
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Body Shore (S) cg04271617 31.4 (7.73) -1.22E-01 4.20E-01 0.9999 -6.44E-02 2.62E-01 0.9384 

Body  cg04278975 48.54 (7.62) -1.05E-01 4.64E-01 0.9999 1.54E-02 7.61E-01 0.9881 

Body  cg04344021 52.46 (4.45) -1.50E-02 8.39E-01 0.9999 -1.41E-02 6.19E-01 0.9787 

Body  cg04401038 12.4 (9.34) -1.64E-01 2.27E-01 0.9999 -5.37E-02 3.08E-01 0.9471 

Body  cg04513549 19.13 (6.94) 2.27E-02 8.66E-01 0.9999 2.28E-03 9.65E-01 0.9986 

Body Shelf (S) cg04525441 59.61 (12.16) -3.12E-01 1.11E-01 0.9857 -6.04E-02 4.20E-01 0.9610 

Body Shelf (S) cg04636331 73.18 (12.67) -4.02E-01 1.09E-01 0.9851 -1.18E-01 2.34E-01 0.9333 

Body  cg04724406 48.13 (6.5) -1.14E-03 9.93E-01 0.9999 -1.34E-02 7.58E-01 0.9881 

Body  cg04855826 65.25 (8.44) 1.17E-01 4.63E-01 0.9999 -1.06E-02 8.60E-01 0.9936 

Body  cg04887078 71.28 (7.57) -1.73E-01 2.34E-01 0.9999 -8.90E-02 9.11E-02 0.8920 

Body  cg04910505 84.57 (10.13) -1.75E-01 2.98E-01 0.9999 -7.13E-02 2.18E-01 0.9293 

Body  cg04930661 29.72 (9.23) 2.42E-01 2.03E-01 0.9999 1.17E-01 1.01E-01 0.8955 

Body  cg04941831 49.48 (6.89) 9.06E-02 4.54E-01 0.9999 -1.97E-02 6.50E-01 0.9809 

Body Island cg04976075 22.76 (5.07) -1.95E-02 8.54E-01 0.9999 -3.85E-03 9.21E-01 0.9965 

Body  cg04992974 70.18 (15.66) 6.37E-01 3.42E-02 0.9464 1.66E-01 1.31E-01 0.9070 

Body  cg05043025 40.16 (10.52) 1.35E-01 4.76E-01 0.9999 4.51E-02 4.98E-01 0.9696 

Body Shore (S) cg05230927 64.42 (8.92) 1.43E-01 3.98E-01 0.9999 8.69E-02 1.49E-01 0.9137 

Body  cg05248655 46.54 (9.82) -2.49E-01 1.46E-01 0.9970 6.42E-03 9.29E-01 0.9970 

Body Shore (S) cg05289540 40.16 (8.14) -5.13E-02 6.94E-01 0.9999 -3.48E-03 9.50E-01 0.9978 

  cg05307923 11.59 (5.43) -5.45E-02 4.27E-01 0.9999 -4.93E-03 8.45E-01 0.9929 

Body  cg05407757 72.15 (14.68) 1.79E-01 5.44E-01 0.9999 3.92E-02 7.11E-01 0.9850 

Body  cg05431532 39.32 (5.59) 9.76E-02 3.49E-01 0.9999 1.93E-02 6.05E-01 0.9778 

Body Shore (N) cg05441518 52 (13.15) -1.26E-01 6.04E-01 0.9999 -3.24E-02 7.23E-01 0.9857 

Body Shore (S) cg05483559 51.59 (6.94) -2.44E-01 3.03E-02 0.9389 -9.61E-02 3.01E-02 0.8424 

Body  cg05506270 45.49 (10.14) -2.80E-02 8.72E-01 0.9999 -3.93E-02 5.90E-01 0.9767 

Body  cg05541367 63.28 (8.13) -1.58E-01 2.12E-01 0.9999 1.63E-02 7.44E-01 0.9871 

Body  cg05570367 85.94 (9.03) 1.15E-02 9.50E-01 0.9999 -3.99E-02 5.16E-01 0.9711 

Body Island cg05595753 48.11 (5.51) -2.48E-02 7.91E-01 0.9999 -3.50E-02 2.95E-01 0.9455 

Body Island cg05630272 9.03 (3.73) -7.17E-02 1.62E-01 0.9983 -1.36E-02 4.75E-01 0.9670 

Body  cg05721751 83.52 (10.34) -1.40E-01 4.91E-01 0.9999 -9.09E-02 1.96E-01 0.9229 

Body  cg05750078 68.9 (10) -1.04E-01 6.14E-01 0.9999 -5.21E-02 4.68E-01 0.9661 

Body  cg05810886 38.78 (6.99) -5.40E-03 9.69E-01 0.9999 -2.31E-02 6.38E-01 0.9802 

Body  cg05818501 31.5 (16.64) 8.99E-01 2.40E-03 0.8205 2.74E-01 1.34E-02 0.8082 

Body  cg06028247 63.85 (13.04) -1.64E-01 5.03E-01 0.9999 -8.08E-02 3.50E-01 0.9519 

Body  cg06083652 35.02 (4.65) -2.40E-02 7.83E-01 0.9999 2.24E-04 9.94E-01 0.9998 

Body Shore (N) cg06182978 65.9 (12.52) 3.06E-01 1.96E-01 0.9994 9.21E-02 3.09E-01 0.9472 

Body Island cg06328674 86.17 (6.64) -1.35E-01 1.99E-01 0.9999 -5.63E-02 1.48E-01 0.9137 

Body Shore (N) cg06385202 22.64 (6.21) -8.04E-02 5.09E-01 0.9999 -2.71E-02 5.69E-01 0.9756 

Body  cg06403156 42.5 (12.97) 1.30E-01 5.74E-01 0.9999 -3.10E-02 7.50E-01 0.9873 

Body  cg06422309 22.69 (5.69) -1.31E-01 2.14E-01 0.9999 -4.21E-02 2.67E-01 0.9394 

Body Shore (S) cg06563471 37.3 (6.28) 1.74E-02 8.72E-01 0.9999 -5.06E-03 9.04E-01 0.9959 

TSS200 Island cg06730723 13.71 (5.57) 1.56E-02 8.01E-01 0.9999 1.42E-02 5.37E-01 0.9734 

Body  cg06764387 74.38 (10.15) -3.22E-02 8.61E-01 0.9999 -5.95E-03 9.29E-01 0.9970 

Body  cg06837068 38.98 (7.94) -5.03E-02 7.21E-01 0.9999 -3.51E-02 5.19E-01 0.9716 

Body Island cg07025949 26.18 (14.03) -1.73E-01 5.27E-01 0.9999 -1.32E-01 1.93E-01 0.9229 

Body  cg07081418 90.12 (5.39) 2.61E-02 7.55E-01 0.9999 -1.87E-02 5.37E-01 0.9734 

Body Shore (S) cg07137277 72.45 (14.35) 1.79E-01 5.24E-01 0.9999 1.56E-01 1.43E-01 0.9124 

Body Island cg07156138 74.39 (11.23) -3.63E-01 1.09E-01 0.9848 -1.06E-01 2.30E-01 0.9328 

Body Shelf (N) cg07162000 37.34 (15.69) 2.58E-01 3.90E-01 0.9999 1.96E-01 9.29E-02 0.8934 
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Body  cg07215869 76.98 (10.93) 4.50E-01 4.41E-02 0.9564 3.53E-02 6.43E-01 0.9804 

Body  cg07308975 32.47 (7.44) 1.33E-04 9.99E-01 0.9999 5.90E-02 2.51E-01 0.9360 

Body Island cg07356555 63.43 (5.28) 1.59E-01 9.36E-02 0.9806 2.45E-02 5.11E-01 0.9705 

Body  cg07488920 64.15 (12.5) -1.92E-01 3.67E-01 0.9999 3.68E-02 6.82E-01 0.9833 

Body Shore (S) cg07568644 39.38 (5.39) 1.18E-01 2.03E-01 0.9999 -4.06E-02 2.70E-01 0.9404 

Body  cg07660114 43.95 (8.04) 5.55E-02 6.72E-01 0.9999 -1.10E-02 8.22E-01 0.9920 

Body Shore (N) cg07728307 51.34 (7.46) 9.14E-02 5.73E-01 0.9999 1.61E-02 7.89E-01 0.9898 

Body Shore (N) cg07815694 48.61 (5.13) 6.42E-02 5.51E-01 0.9999 2.75E-02 4.68E-01 0.9661 

Body  cg07869405 61.56 (9.34) 1.95E-02 9.18E-01 0.9999 -2.61E-02 7.15E-01 0.9850 

Body Shore (S) cg07928363 60.42 (6.48) 1.25E-01 2.93E-01 0.9999 9.37E-04 9.82E-01 0.9994 

Body  cg08218646 29.87 (8.27) -7.74E-02 6.15E-01 0.9999 -9.37E-03 8.72E-01 0.9942 

Body Island cg08227227 21.17 (6.03) -1.62E-01 1.91E-01 0.9988 -5.35E-02 2.25E-01 0.9316 

Body  cg08284873 43.69 (3.78) -6.91E-02 2.98E-01 0.9999 -3.27E-02 1.83E-01 0.9208 

Body Island cg08302300 54.64 (5.03) -2.13E-02 8.09E-01 0.9999 1.02E-02 7.57E-01 0.9881 

Body  cg08442149 82.78 (11.51) -2.27E-01 2.66E-01 0.9999 -6.97E-02 3.68E-01 0.9543 

Body Island cg08643855 41.27 (4.12) 9.41E-02 1.90E-01 0.9986 8.38E-03 7.59E-01 0.9881 

Body Shelf (S) cg08668359 60.74 (14.43) 2.33E-01 3.59E-01 0.9999 2.23E-02 8.17E-01 0.9916 

Body  cg08678202 63.88 (11.22) -1.99E-01 3.83E-01 0.9999 -1.16E-01 1.81E-01 0.9205 

3'UTR Shore (N) cg08944086 66.23 (12.28) 3.79E-02 8.66E-01 0.9999 -1.59E-01 7.45E-02 0.8817 

Body Shelf (N) cg08971562 26.15 (6.7) -2.49E-03 9.84E-01 0.9999 -3.79E-02 3.95E-01 0.9579 

Body Shelf (N) cg08978835 57.2 (12.84) -7.15E-02 7.50E-01 0.9999 -7.59E-02 3.67E-01 0.9543 

Body  cg09045305 86.58 (5.55) -3.74E-02 7.15E-01 0.9999 -2.45E-02 4.76E-01 0.9673 

3'UTR Shelf (N) cg09105442 39.54 (4.28) 6.30E-02 3.67E-01 0.9999 2.04E-02 4.36E-01 0.9627 

Body Shelf (S) cg09251910 46.96 (10.52) 2.36E-02 9.07E-01 0.9999 -2.68E-02 7.28E-01 0.9860 

Body  cg09316607 27.87 (6.97) 1.75E-02 9.01E-01 0.9999 2.72E-02 5.78E-01 0.9759 

Body  cg09326084 59.03 (9.36) -8.75E-02 6.58E-01 0.9999 -6.45E-02 3.53E-01 0.9526 

Body Shore (N) cg09394001 89.9 (5.72) 6.38E-02 4.32E-01 0.9999 1.33E-02 6.57E-01 0.9815 

Body  cg09514185 38.91 (7.7) -1.60E-01 2.35E-01 0.9999 -9.81E-03 8.45E-01 0.9929 

Body Shore (N) cg09952232 46.74 (6.37) -1.01E-01 3.77E-01 0.9999 -4.10E-02 3.45E-01 0.9509 

Body  cg10041069 50.84 (9.55) -5.98E-02 7.55E-01 0.9999 -7.19E-02 3.02E-01 0.9466 

Body  cg10292584 52.31 (12.9) 6.27E-02 7.98E-01 0.9999 3.40E-02 7.05E-01 0.9847 

Body Shore (S) cg10435021 70.78 (7.17) 1.66E-01 1.92E-01 0.9990 -8.14E-04 9.85E-01 0.9995 

Body  cg10448329 89.4 (7.07) 4.67E-02 6.31E-01 0.9999 1.99E-02 5.72E-01 0.9758 

Body  cg10496420 78.13 (6.31) -9.01E-02 3.67E-01 0.9999 -4.02E-02 3.14E-01 0.9481 

Body  cg10542123 64.97 (11.11) -3.94E-01 5.16E-02 0.9598 -8.45E-02 2.63E-01 0.9386 

Body Island cg10544696 42.35 (10.5) 2.28E-02 8.93E-01 0.9999 3.59E-02 5.86E-01 0.9766 

Body Shelf (N) cg10724130 57.47 (6.77) 3.51E-02 7.89E-01 0.9999 1.78E-02 6.91E-01 0.9838 

Body Shore (S) cg10826702 55.15 (6.19) 1.03E-01 3.60E-01 0.9999 -2.62E-02 5.51E-01 0.9749 

Body Shore (S) cg10830219 38.13 (8.45) -2.57E-01 5.89E-02 0.9656 -2.93E-02 5.93E-01 0.9770 

3'UTR Shore (N) cg10834803 64.2 (10.1) -2.09E-02 9.16E-01 0.9999 -8.63E-02 2.37E-01 0.9335 

Body  cg10916515 29.44 (8.57) -1.11E-02 9.38E-01 0.9999 1.65E-02 7.82E-01 0.9892 

Body  cg11142437 73.85 (10.1) 1.91E-02 9.29E-01 0.9999 -3.25E-02 6.67E-01 0.9824 

Body  cg11189134 28.85 (5.63) 9.70E-02 3.88E-01 0.9999 2.04E-02 6.29E-01 0.9799 

Body  cg11239697 43.24 (5.88) 9.21E-02 4.56E-01 0.9999 2.62E-02 5.45E-01 0.9742 

Body Shelf (N) cg11270017 60.29 (9.38) 1.33E-01 4.49E-01 0.9999 -3.99E-02 5.47E-01 0.9743 

Body  cg11323585 57.16 (7.61) 1.05E-01 4.22E-01 0.9999 4.90E-02 3.18E-01 0.9487 

Body Shelf (N) cg11342287 89.21 (3.59) -1.39E-03 9.77E-01 0.9999 -9.99E-03 5.80E-01 0.9761 

Body Shelf (N) cg11485894 37.15 (6.63) -1.54E-01 1.73E-01 0.9984 -6.08E-02 1.49E-01 0.9137 

Body  cg11498333 71.96 (10.15) 8.76E-02 6.50E-01 0.9999 2.87E-02 7.01E-01 0.9844 
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Body Shelf (S) cg11508783 75.83 (14.61) -4.22E-01 1.19E-01 0.9891 -7.67E-02 4.75E-01 0.9670 

Body  cg11704601 36.12 (3.69) -5.22E-02 4.43E-01 0.9999 -2.59E-02 3.05E-01 0.9469 

Body  cg11861055 78.42 (10.17) -2.75E-01 1.17E-01 0.9885 -4.59E-02 4.69E-01 0.9662 

Body  cg11993399 90.07 (5.95) -2.39E-01 1.01E-02 0.8869 -4.11E-02 2.39E-01 0.9338 

Body  cg12037550 74.1 (10.06) -8.54E-02 6.68E-01 0.9999 -8.46E-02 2.40E-01 0.9339 

Body  cg12051364 59.43 (9.92) -2.24E-01 2.56E-01 0.9999 -8.71E-02 2.19E-01 0.9293 

Body  cg12090430 62.6 (13.64) 1.84E-01 4.83E-01 0.9999 -1.16E-02 9.09E-01 0.9961 

Body Shore (N) cg12098569 17.74 (3.31) 2.88E-02 5.96E-01 0.9999 -1.02E-02 6.27E-01 0.9793 

Body  cg12152703 73.76 (7.14) -8.31E-02 5.30E-01 0.9999 -1.69E-02 7.41E-01 0.9869 

Body  cg12205554 68.9 (10.43) -1.94E-02 9.29E-01 0.9999 -5.85E-02 4.40E-01 0.9631 

Body Shelf (N) cg12284235 92.38 (2.2) -3.73E-02 2.28E-01 0.9999 -1.97E-02 1.09E-01 0.8976 

Body  cg12344468 52.09 (12.92) -1.58E-01 5.43E-01 0.9999 -9.30E-02 3.11E-01 0.9472 

Body Shore (S) cg12438430 19.78 (6.65) -2.33E-02 8.37E-01 0.9999 -6.69E-02 1.48E-01 0.9137 

Body  cg12508258 44.59 (7.81) -1.03E-01 4.61E-01 0.9999 -7.43E-02 1.43E-01 0.9119 

Body  cg12513994 63.57 (13.58) -4.11E-01 1.14E-01 0.9874 -3.27E-02 7.40E-01 0.9868 

Body  cg12533206 46.14 (4.27) -8.21E-02 2.72E-01 0.9999 -2.46E-02 3.79E-01 0.9561 

Body Island cg12557867 14.63 (6.89) 1.35E-01 2.13E-01 0.9999 -5.39E-02 1.84E-01 0.9214 

Body  cg12581741 65.2 (11.77) -2.11E-01 3.43E-01 0.9999 -6.73E-02 4.03E-01 0.9590 

Body Island cg12799314 77.21 (11.54) -3.18E-01 1.47E-01 0.9974 -1.72E-01 3.97E-02 0.8542 

Body  cg12805552 66.03 (12.23) -1.16E-01 6.33E-01 0.9999 -8.65E-02 3.46E-01 0.9510 

Body  cg13178198 25.55 (7.09) 4.59E-02 7.09E-01 0.9999 -3.40E-02 4.53E-01 0.9647 

Body Shore (S) cg13504411 25.59 (6.8) 3.25E-02 7.88E-01 0.9999 -2.25E-02 6.14E-01 0.9782 

Body  cg13681776 46.96 (7.73) 1.78E-01 2.57E-01 0.9999 2.19E-02 7.04E-01 0.9846 

Body  cg13683507 3.97 (3.45) -9.48E-03 5.60E-01 0.9999 2.11E-03 7.20E-01 0.9855 

Body  cg13684379 56.99 (16.72) -2.43E-02 9.45E-01 0.9999 -5.20E-02 6.92E-01 0.9839 

Body  cg13720710 86.55 (8.91) -6.90E-02 6.31E-01 0.9999 -1.72E-02 7.48E-01 0.9873 

Body Shore (N) cg13771471 27.83 (7.47) -6.99E-02 6.43E-01 0.9999 -5.34E-02 3.08E-01 0.9471 

Body Shore (N) cg13786326 61.08 (11.3) -1.38E-01 4.96E-01 0.9999 -2.74E-02 7.12E-01 0.9850 

Body Shore (S) cg13807886 76.31 (8.46) -2.61E-01 9.83E-02 0.9815 -4.24E-02 4.55E-01 0.9648 

Body Shore (S) cg13885156 80.26 (9.9) -8.87E-01 6.21E-08 0.0265 -3.24E-01 1.04E-07 0.0443 

Body Shore (N) cg13911959 67.17 (12.29) -2.89E-01 2.56E-01 0.9999 -9.37E-02 2.97E-01 0.9457 

Body  cg14054842 90.56 (6.84) 3.36E-02 6.32E-01 0.9999 -6.55E-03 8.06E-01 0.9908 

Body  cg14058291 76.59 (8.31) 4.31E-03 9.76E-01 0.9999 2.95E-02 6.10E-01 0.9779 

Body Island cg14099218 85.78 (7.46) 1.73E-02 9.01E-01 0.9999 -2.37E-02 6.27E-01 0.9795 

Body  cg14288086 76.46 (12.69) -1.86E-01 4.15E-01 0.9999 -8.93E-03 9.19E-01 0.9964 

Body  cg14288594 44.24 (7.24) -1.14E-01 3.96E-01 0.9999 -5.40E-02 3.05E-01 0.9469 

Body Shore (S) cg14434293 7.05 (1.2) 1.75E-02 4.22E-01 0.9999 8.69E-03 2.75E-01 0.9417 

Body  cg14464133 30.78 (10.47) 2.34E-01 2.22E-01 0.9999 2.29E-02 7.30E-01 0.9861 

Body Island cg14511364 71.27 (9.44) 1.08E-01 5.24E-01 0.9999 -3.60E-02 5.66E-01 0.9755 

TSS200 Island cg14590817 3.58 (1.26) 1.16E-03 9.34E-01 0.9999 -2.81E-03 5.79E-01 0.9761 

Body  cg14667192 51.56 (4.4) 4.35E-03 9.60E-01 0.9999 -3.36E-03 9.01E-01 0.9957 

Body  cg14698025 53.56 (5.92) -4.16E-02 7.00E-01 0.9999 1.79E-02 6.60E-01 0.9818 

Body  cg14786686 39.53 (6.33) 8.99E-03 9.44E-01 0.9999 3.00E-02 5.17E-01 0.9711 

Body Island cg14826909 22.71 (13.79) 6.56E-02 7.74E-01 0.9999 1.67E-02 8.49E-01 0.9932 

Body Shore (S) cg15081722 40.56 (10.29) -2.12E-01 2.33E-01 0.9999 -6.99E-02 2.95E-01 0.9453 

Body Shelf (S) cg15186969 30.18 (8.47) 1.48E-01 3.72E-01 0.9999 7.06E-03 9.04E-01 0.9958 

Body Island cg15292706 84.62 (8.9) -1.10E-01 4.06E-01 0.9999 -7.45E-02 1.70E-01 0.9178 

Body  cg15462970 23.42 (5.87) 8.49E-02 4.35E-01 0.9999 -5.24E-03 8.98E-01 0.9955 

Body  cg15479754 66.74 (9.56) -3.00E-01 9.89E-02 0.9815 -7.33E-02 2.68E-01 0.9397 
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Body  cg15518542 66.63 (12.65) 1.45E-01 5.86E-01 0.9999 -1.83E-02 8.57E-01 0.9935 

Body  cg15531433 74.32 (11.1) -3.01E-01 1.45E-01 0.9965 -1.87E-01 7.97E-03 0.7827 

Body  cg15622527 61.65 (9.05) -5.24E-02 7.55E-01 0.9999 2.57E-02 6.86E-01 0.9835 

Body Shelf (S) cg15806365 62.67 (7.73) -3.86E-02 7.98E-01 0.9999 -4.52E-02 4.10E-01 0.9599 

Body  cg16144314 38.52 (7.12) 1.29E-01 2.31E-01 0.9999 4.75E-02 2.35E-01 0.9335 

Body  cg16252868 68.22 (8.61) -1.58E-01 3.50E-01 0.9999 -7.32E-02 2.50E-01 0.9358 

Body  cg16253451 68.42 (7.96) -1.56E-01 2.81E-01 0.9999 -6.02E-02 2.84E-01 0.9436 

Body  cg16282361 71.05 (11.59) -3.23E-01 1.22E-01 0.9897 -7.94E-02 3.39E-01 0.9506 

Body Shore (S) cg16296438 54.07 (10.7) -1.42E-01 3.83E-01 0.9999 -1.24E-01 4.89E-02 0.8620 

Body Shore (S) cg16419019 66.47 (8.63) -3.81E-03 9.83E-01 0.9999 -3.48E-02 6.17E-01 0.9786 

Body  cg16549151 66.52 (12.8) -1.55E-01 5.65E-01 0.9999 -2.48E-02 8.03E-01 0.9906 

Body  cg16615291 85.98 (4.32) -1.09E-01 8.39E-02 0.9774 -5.21E-02 4.39E-02 0.8583 

Body Shore (N) cg16646662 34.5 (14.12) 2.84E-01 2.97E-01 0.9999 1.04E-01 3.12E-01 0.9476 

Body Shelf (S) cg16661473 72.47 (8.16) 2.38E-01 1.25E-01 0.9901 3.39E-02 5.47E-01 0.9743 

Body  cg16706389 17.14 (5.56) -7.01E-03 9.44E-01 0.9999 2.71E-02 4.80E-01 0.9676 

Body  cg16707438 79.93 (10.83) -1.14E-01 5.74E-01 0.9999 -6.16E-02 4.15E-01 0.9603 

Body  cg16736679 62.78 (8.68) 1.46E-01 4.05E-01 0.9999 -2.47E-02 6.93E-01 0.9840 

Body Shore (N) cg16754015 46.41 (5.78) -4.60E-02 6.08E-01 0.9999 2.31E-02 5.25E-01 0.9722 

Body  cg16772023 52.2 (5.25) -1.44E-02 8.82E-01 0.9999 -2.80E-02 4.42E-01 0.9632 

Body  cg16957758 15.7 (6.33) -1.11E-02 9.15E-01 0.9999 6.23E-03 8.78E-01 0.9945 

Body Shore (N) cg16990474 53.41 (9.12) -1.27E-01 4.45E-01 0.9999 -1.38E-02 8.21E-01 0.9918 

TSS1500 Shore (S) cg17000076 21.2 (6.99) -2.92E-02 8.22E-01 0.9999 -4.62E-03 9.22E-01 0.9967 

Body Shelf (S) cg17023203 46.65 (14.36) -4.19E-01 8.42E-02 0.9774 -1.26E-01 1.82E-01 0.9206 

Body  cg17077845 44.61 (7.59) -2.12E-01 1.29E-01 0.9919 -9.65E-02 6.21E-02 0.8704 

Body  cg17133972 44.28 (7.73) -1.17E-02 9.31E-01 0.9999 -5.03E-02 3.27E-01 0.9489 

Body Shelf (S) cg17221993 66.49 (8.46) 1.39E-01 3.75E-01 0.9999 3.61E-02 5.46E-01 0.9742 

Body Shelf (S) cg17276513 53.17 (13.82) -2.11E-01 4.25E-01 0.9999 -1.87E-01 6.68E-02 0.8742 

Body Shore (N) cg17285208 48.66 (13.63) -3.28E-01 2.07E-01 0.9999 -3.93E-02 6.59E-01 0.9816 

Body Shelf (S) cg17349486 37.18 (5.53) 2.42E-02 8.10E-01 0.9999 3.38E-02 3.64E-01 0.9540 

Body  cg17405812 56.31 (8.94) -5.56E-02 7.20E-01 0.9999 -3.35E-02 5.67E-01 0.9755 

Body Shore (S) cg17439770 81.47 (7.05) -2.76E-02 8.33E-01 0.9999 3.28E-03 9.44E-01 0.9974 

Body Shelf (S) cg17486764 76.15 (8.19) 3.71E-02 8.00E-01 0.9999 -2.13E-02 7.15E-01 0.9852 

Body  cg17522332 85.71 (10.74) 3.23E-02 8.54E-01 0.9999 -1.10E-01 8.37E-02 0.8890 

Body Island cg17558772 48.65 (8.77) -1.94E-01 2.37E-01 0.9999 -4.14E-02 4.77E-01 0.9674 

Body Shelf (N) cg17672798 48.05 (10.65) -2.97E-02 8.66E-01 0.9999 -1.37E-01 4.96E-02 0.8629 

Body  cg17735539 12.48 (3.63) 1.98E-02 7.19E-01 0.9999 -1.41E-04 9.94E-01 0.9998 

Body  cg17861863 39.23 (11.7) -5.77E-02 7.95E-01 0.9999 3.46E-02 6.65E-01 0.9823 

Body  cg17898884 69.61 (12.57) 2.93E-02 8.92E-01 0.9999 2.58E-03 9.75E-01 0.9991 

Body  cg17919212 71.73 (5.21) -4.19E-02 6.54E-01 0.9999 -3.81E-02 2.98E-01 0.9457 

Body  cg17922326 50.62 (13.87) -2.70E-01 2.55E-01 0.9999 -1.66E-01 7.77E-02 0.8844 

Body  cg17951991 71.7 (11.34) 1.41E-01 4.53E-01 0.9999 9.48E-02 1.51E-01 0.9137 

Body  cg17981439 44.93 (8.86) -7.23E-02 6.15E-01 0.9999 -6.49E-02 2.40E-01 0.9339 

Body Shelf (S) cg18093771 45 (11.25) 1.21E-02 9.53E-01 0.9999 1.45E-02 8.53E-01 0.9935 

Body  cg18133357 47.96 (6.82) 8.62E-02 4.78E-01 0.9999 1.95E-03 9.67E-01 0.9987 

Body Shore (S) cg18302890 53.04 (11.8) 3.01E-01 1.51E-01 0.9975 6.60E-02 3.91E-01 0.9579 

Body  cg18387659 43.55 (6.74) -5.84E-02 6.32E-01 0.9999 -4.17E-02 3.54E-01 0.9528 

Body Shelf (S) cg18489675 18.27 (5.16) 7.42E-02 4.06E-01 0.9999 -1.99E-02 5.54E-01 0.9751 

TSS1500 Island cg18727303 20.17 (6.17) 2.00E-02 8.48E-01 0.9999 -2.51E-02 4.94E-01 0.9692 

Body Island cg18944640 65.43 (11.62) -1.83E-01 3.87E-01 0.9999 -1.04E-01 2.00E-01 0.9237 
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Body Island cg18947437 85.99 (6.69) -1.63E-02 8.59E-01 0.9999 6.31E-03 8.63E-01 0.9938 

Body  cg19046793 89.46 (5.68) -1.21E-01 1.25E-01 0.9901 -4.47E-02 1.48E-01 0.9137 

Body Island cg19096048 53.32 (10.34) -8.61E-02 5.91E-01 0.9999 -9.61E-03 8.83E-01 0.9946 

Body Island cg19163058 73.53 (13.3) -1.28E-01 6.05E-01 0.9999 -9.66E-02 2.89E-01 0.9443 

Body  cg19192934 76.53 (8.69) 1.36E-01 3.69E-01 0.9999 2.28E-02 7.16E-01 0.9854 

Body Shore (N) cg19207066 55.9 (6.52) -9.08E-03 9.35E-01 0.9999 1.63E-03 9.73E-01 0.9990 

Body Shelf (N) cg19416590 9.85 (1.72) 5.61E-02 6.57E-02 0.9686 7.99E-03 4.99E-01 0.9696 

Body Island cg19533322 50.08 (13.05) -5.19E-02 8.18E-01 0.9999 -3.68E-02 6.63E-01 0.9821 

Body  cg19548181 31 (5.32) 1.60E-02 8.56E-01 0.9999 1.22E-02 7.08E-01 0.9850 

Body  cg19738950 54.22 (11.2) -4.16E-01 6.38E-02 0.9677 -1.42E-01 6.63E-02 0.8740 

Body Shore (N) cg19758173 30.75 (8.28) -8.23E-02 5.45E-01 0.9999 -3.84E-02 4.77E-01 0.9674 

Body Shore (N) cg19810726 43.55 (13.57) -1.99E-01 3.97E-01 0.9999 -6.13E-02 4.94E-01 0.9692 

Body  cg19873199 57.36 (10.45) 1.31E-01 5.41E-01 0.9999 6.97E-02 3.55E-01 0.9528 

Body  cg19909974 49.11 (8.08) 1.46E-02 9.22E-01 0.9999 4.34E-02 4.38E-01 0.9630 

Body  cg19942454 36.79 (8.37) -9.27E-02 5.24E-01 0.9999 -1.03E-01 6.40E-02 0.8717 

Body  cg19976363 39.58 (11.94) -3.37E-01 1.59E-01 0.9983 -7.04E-02 4.19E-01 0.9610 

Body  cg20112984 14.43 (4.86) 5.56E-02 4.92E-01 0.9999 -5.80E-03 8.44E-01 0.9929 

Body Shelf (N) cg20151301 42.16 (8.81) 6.10E-02 7.02E-01 0.9999 1.65E-02 7.77E-01 0.9889 

Body Shore (N) cg20181180 58.13 (10.69) -1.70E-01 3.95E-01 0.9999 6.00E-03 9.37E-01 0.9973 

Body Shore (N) cg20205188 36.72 (17.35) 5.13E-01 1.26E-01 0.9905 1.57E-01 2.04E-01 0.9249 

Body Shore (S) cg20257634 70.1 (7.97) -2.33E-01 1.40E-01 0.9952 -9.67E-02 8.84E-02 0.8920 

Body  cg20299776 77.49 (10.24) -1.30E-01 5.23E-01 0.9999 -4.02E-02 5.89E-01 0.9766 

Body  cg20395881 16.2 (5.76) -9.67E-02 3.17E-01 0.9999 -3.47E-02 3.09E-01 0.9472 

Body  cg20411671 8.94 (5.25) -5.18E-02 5.12E-01 0.9999 1.74E-02 5.45E-01 0.9742 

Body  cg20423602 38.47 (8.23) -1.24E-01 4.24E-01 0.9999 -9.76E-02 1.05E-01 0.8971 

Body  cg20425058 79.99 (11.71) -3.15E-01 1.17E-01 0.9883 -1.57E-01 5.01E-02 0.8631 

Body  cg20455197 49.85 (8.82) 1.09E-01 4.56E-01 0.9999 -1.90E-02 7.35E-01 0.9864 

Body Island cg20525449 34.57 (12.69) -1.16E-01 6.18E-01 0.9999 -1.19E-01 1.78E-01 0.9201 

Body  cg20648369 18.18 (5.8) -4.93E-02 5.96E-01 0.9999 -1.10E-02 7.49E-01 0.9873 

Body Island cg20704381 40.61 (3.96) -2.87E-02 6.77E-01 0.9999 -1.21E-02 6.56E-01 0.9813 

Body Shelf (S) cg20731819 40.5 (8.09) -4.85E-03 9.76E-01 0.9999 -3.10E-03 9.57E-01 0.9982 

Body Island cg22172057 30.5 (8.32) -1.71E-01 3.04E-01 0.9999 -6.35E-02 3.08E-01 0.9471 

Body Shelf (S) cg22676877 45.72 (13.02) 5.97E-02 8.03E-01 0.9999 5.76E-03 9.52E-01 0.9978 

Body Shelf (S) cg22912156 50.38 (3.05) -1.52E-02 7.44E-01 0.9999 1.19E-02 5.08E-01 0.9704 

Body Island cg23099319 18.43 (7.29) -7.54E-02 5.57E-01 0.9999 -2.75E-02 5.68E-01 0.9755 

Body  cg23131974 81.9 (9.91) -8.06E-02 6.67E-01 0.9999 -2.75E-02 6.96E-01 0.9842 

Body  cg23179265 34.43 (4.1) 9.73E-02 2.05E-01 0.9999 1.84E-02 4.96E-01 0.9696 

Body  cg23384737 40.38 (7.97) -1.14E-01 4.35E-01 0.9999 -6.80E-02 1.91E-01 0.9229 

Body  cg23593232 21.24 (5.66) -1.55E-02 8.79E-01 0.9999 -8.10E-03 8.39E-01 0.9929 

Body  cg23631669 36.36 (6.84) 1.41E-03 9.91E-01 0.9999 3.30E-02 4.71E-01 0.9665 

TSS1500 Island cg23684973 26.04 (12.75) 9.59E-03 9.69E-01 0.9999 4.14E-02 6.46E-01 0.9807 

Body  cg23695794 84.41 (8.79) 1.78E-01 7.19E-02 0.9719 6.45E-02 8.15E-02 0.8867 

Body Shelf (N) cg23852670 38.64 (6.39) -2.66E-02 8.00E-01 0.9999 -6.70E-02 9.52E-02 0.8939 

Body  cg23853507 55.85 (9.53) -3.36E-01 8.89E-02 0.9801 -7.78E-02 3.09E-01 0.9472 

Body Shelf (S) cg23864180 35.11 (10.25) -4.82E-02 8.09E-01 0.9999 -1.59E-02 8.36E-01 0.9928 

Body  cg23934139 81.09 (8.19) 1.11E-01 4.48E-01 0.9999 5.35E-02 3.25E-01 0.9488 

Body Shelf (N) cg23943953 48.02 (7.94) 3.40E-02 8.00E-01 0.9999 -3.27E-02 5.06E-01 0.9702 

Body Shelf (N) cg24065216 58.57 (7.97) 2.97E-02 8.47E-01 0.9999 -3.41E-03 9.50E-01 0.9978 

Body  cg24127345 44.94 (10.89) -2.12E-01 3.25E-01 0.9999 -5.34E-02 5.08E-01 0.9704 
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TSS200 Island cg24184687 6.18 (1.88) 2.40E-02 3.39E-01 0.9999 1.60E-03 8.57E-01 0.9935 

Body  cg24515131 77.21 (8.6) 1.42E-01 3.48E-01 0.9999 5.72E-02 3.22E-01 0.9488 

Body  cg24624695 49.06 (13.78) -4.50E-02 8.72E-01 0.9999 7.96E-02 4.78E-01 0.9675 

Body  cg24743200 88.68 (6.07) -3.03E-02 7.62E-01 0.9999 -3.14E-03 9.29E-01 0.9970 

Body  cg24980040 79.9 (12) -6.97E-02 7.19E-01 0.9999 -8.24E-02 2.50E-01 0.9359 

Body  cg25054841 53.33 (6.66) -1.81E-02 8.74E-01 0.9999 -4.34E-03 9.20E-01 0.9965 

Body  cg25065716 33.53 (8.46) 3.15E-02 8.36E-01 0.9999 2.94E-02 5.95E-01 0.9771 

Body  cg25356719 48.58 (4.25) -1.73E-01 1.98E-02 0.9132 -4.78E-02 7.47E-02 0.8818 

Body Shelf (S) cg25370941 59.11 (12.43) -1.77E-01 4.55E-01 0.9999 -1.69E-01 5.03E-02 0.8633 

Body  cg25379549 85.36 (9.9) -5.75E-02 7.40E-01 0.9999 -8.55E-02 1.59E-01 0.9160 

Body  cg25430878 37.13 (5.08) 7.37E-02 3.99E-01 0.9999 1.10E-02 7.35E-01 0.9865 

Body  cg25578830 51.71 (7.9) -1.81E-01 1.86E-01 0.9984 -1.40E-02 7.81E-01 0.9891 

Body Shore (S) cg25884812 67.04 (8.54) -8.27E-02 6.14E-01 0.9999 1.22E-02 8.38E-01 0.9929 

Body  cg25970447 88.71 (6.23) -1.14E-01 1.98E-01 0.9997 -3.82E-02 2.21E-01 0.9303 

Body Shore (N) cg26040809 40.81 (7.11) -1.90E-01 1.11E-01 0.9858 -7.46E-02 1.12E-01 0.8997 

Body Shore (N) cg26059292 23.04 (6.1) 2.29E-01 3.30E-02 0.9447 6.23E-02 1.29E-01 0.9060 

Body  cg26345613 36.75 (9.51) 2.82E-02 8.77E-01 0.9999 5.83E-02 3.56E-01 0.9531 

Body Shelf (S) cg26361041 53.94 (7.39) 1.25E-01 3.75E-01 0.9999 7.88E-03 8.73E-01 0.9943 

Body  cg26383468 42.51 (4.92) 1.71E-02 8.44E-01 0.9999 8.57E-03 8.00E-01 0.9904 

Body  cg26394196 50.08 (12.07) 6.28E-02 7.79E-01 0.9999 -5.07E-02 5.44E-01 0.9740 

Body  cg26540630 55.87 (7.11) 3.09E-01 7.51E-03 0.8706 1.01E-01 2.99E-02 0.8423 

Body Shore (S) cg26555531 58.89 (9.06) -1.06E-01 5.70E-01 0.9999 -5.12E-02 4.58E-01 0.9650 

Body  cg26569590 66.85 (13.32) 1.82E-01 4.50E-01 0.9999 3.94E-02 6.83E-01 0.9833 

Body Island cg26619296 54.2 (10.28) -8.02E-02 6.66E-01 0.9999 -5.20E-02 4.54E-01 0.9648 

Body  cg26900105 75.1 (6.34) -1.66E-01 2.13E-01 0.9999 -3.83E-02 4.23E-01 0.9612 

Body Shelf (S) cg26939277 16.21 (6.03) 1.66E-02 8.65E-01 0.9999 1.18E-02 7.52E-01 0.9876 

Body  cg27097575 47.57 (7.09) 9.43E-02 4.21E-01 0.9999 2.84E-02 5.13E-01 0.9705 

Body Shelf (S) cg27117585 64.29 (6.5) -1.51E-02 9.07E-01 0.9999 -3.51E-02 4.80E-01 0.9676 

Body Shelf (S) cg27299021 66.36 (8.97) 7.43E-02 6.92E-01 0.9999 -2.82E-02 6.79E-01 0.9832 

Body  cg27336068 17.39 (9.08) 3.91E-02 7.77E-01 0.9999 3.48E-02 4.93E-01 0.9690 

Body  cg27354589 64.49 (16.19) 2.17E-01 5.10E-01 0.9999 -3.99E-02 7.40E-01 0.9868 

Body  cg27467275 28.42 (6.85) 1.19E-01 3.38E-01 0.9999 2.64E-02 5.76E-01 0.9759 

Body Shelf (N) cg27517502 72.12 (9.43) -1.58E-01 3.15E-01 0.9999 -1.66E-02 7.89E-01 0.9898 

Body Shelf (S) cg27566842 36.04 (12.77) -4.25E-01 9.72E-02 0.9810 -1.66E-01 4.77E-02 0.8616 
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Table S3. Top 20 CpGs from the epigenome-wide analysis of the association between prenatal PM10 exposure and placental DNA methylation 

(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 

cg10537421 -0.037 0.008 1.54*10-6 cg26006117 0.030 0.006 8.14*10-7 cg00268547 -0.049 0.010 4.84*10-7 cg13885156* -0.089 0.016 6.21*10-8 cg06721956 0.041 0.008 1.27*10-6 cg20149973 -0.055 0.011 3.03*10-7 

cg21540588 0.060 0.012 1.59*10-6 cg03367643 -0.024 0.005 6.67*10-6 cg20491726 0.035 0.007 1.21*10-6 cg24777762 0.007 0.001 3.78*10-7 cg01377124 -0.024 0.005 1.63*10-6 cg26847756 0.001 0.001 1.08*10-6 

cg13885156 -0.108 0.023 2.25*10-6 cg12554819 -0.003 0.001 8.50*10-6 cg05917284 -0.084 0.017 1.54*10-6 cg03215416 -0.020 0.004 1.82*10-6 cg08605016 -0.015 0.003 4.56*10-6 cg00671534 -0.034 0.007 1.96*10-6 

cg14762062 0.006 0.001 9.53*10-6 cg12105691 0.063 0.014 1.27*10-5 cg00733683 0.048 0.010 3.22*10-6 cg24563570 -0.011 0.002 3.24*10-6 cg26236655 0.045 0.010 5.12*10-6 cg04337358 0.019 0.004 3.89*10-6 

cg07023527 0.007 0.002 1.32*10-5 cg14975237 -0.034 0.008 1.49*10-5 cg10946295 0.018 0.004 3.60*10-6 cg14881371 0.065 0.014 5.07*10-6 cg11898958 0.042 0.009 6.32*10-6 cg24041541 -0.013 0.003 5.30*10-6 

cg00729885 0.060 0.014 1.40*10-5 cg27653165 0.043 0.010 2.26*10-5 cg21789085 -0.059 0.013 1.07*10-5 cg02421175 0.072 0.016 6.69*10-6 cg07423651 0.021 0.005 6.89*10-6 cg01519094 0.017 0.004 5.72*10-6 

cg03946297 0.077 0.018 1.45*10-5 cg18234543 -0.007 0.002 2.62*10-5 cg08502652 0.059 0.014 1.42*10-5 cg21874514 0.007 0.002 7.46*10-6 cg24957704 -0.013 0.003 7.12*10-6 cg10247711 0.015 0.003 5.79*10-6 

cg20491726 0.041 0.009 1.57*10-5 cg07882535 0.061 0.015 2.99*10-5 cg11469137 0.011 0.003 1.44*10-5 cg07388132 0.005 0.001 7.71*10-6 cg22933107 0.024 0.005 7.43*10-6 cg03531951 0.012 0.003 6.18*10-6 

cg06803406 0.052 0.012 1.79*10-5 cg21392204 0.062 0.015 3.52*10-5 cg14051535 0.013 0.003 1.47*10-5 cg24583468 0.027 0.006 8.41*10-6 cg25290938 -0.006 0.001 7.79*10-6 cg17315500 -0.024 0.005 6.70*10-6 

cg24215978 0.093 0.022 2.37*10-5 cg24072451 0.071 0.017 4.19*10-5 cg19061270 0.039 0.009 1.60*10-5 cg24233594 0.053 0.012 8.62*10-6 cg16694182 0.002 0.001 8.74*10-6 cg19452248 0.033 0.007 7.95*10-6 

cg20489305 -0.010 0.002 2.37*10-5 cg15321908 0.031 0.008 4.26*10-5 cg03213775 0.038 0.009 1.76*10-5 cg15063771 -0.034 0.008 1.10*10-5 cg12877935 0.017 0.004 9.94*10-6 cg02961557 0.010 0.002 8.29*10-6 

cg06856891 0.040 0.010 2.51*10-5 cg06015834 -0.041 0.010 4.68*10-5 cg00535576 -0.037 0.009 1.78*10-5 cg21060925 -0.004 0.001 1.30*10-5 cg01861284 -0.002 0.001 1.04*10-5 cg22142922 0.021 0.005 8.52*10-6 

cg15185458 0.005 0.001 2.51*10-5 cg03344351 -0.006 0.001 5.23*10-5 cg24925163 -0.054 0.013 1.91*10-5 cg12844142 0.005 0.001 1.36*10-5 cg12850636 -0.010 0.002 1.16*10-5 cg04933990 0.024 0.005 9.74*10-6 

cg00589371 -0.021 0.005 2.55*10-5 cg18126247 0.031 0.008 5.49*10-5 cg20947775 0.005 0.001 1.99*10-5 cg22336401 0.008 0.002 1.49*10-5 cg20534662 -0.018 0.004 1.22*10-5 cg02078558 0.022 0.005 1.20*10-5 

cg19324023 -0.058 0.014 2.61*10-5 cg22330935 -0.030 0.008 5.78*10-5 cg18387198 -0.100 0.024 2.14*10-5 cg01556466 0.038 0.009 1.78*10-5 cg26932779 -0.004 0.001 1.25*10-5 cg04302388 -0.012 0.003 1.26*10-5 

cg05602567 0.005 0.001 2.63*10-5 cg21845226 -0.017 0.004 5.83*10-5 cg15969216 0.003 0.001 2.32*10-5 cg04416302 0.075 0.018 2.05*10-5 cg22910862 0.043 0.010 1.44*10-5 cg24719107 0.017 0.004 1.70*10-5 

cg11742922 -0.007 0.002 2.67*10-5 cg16135936 0.037 0.009 6.01*10-5 cg17972625 -0.093 0.022 2.33*10-5 cg22215392 0.032 0.008 2.21*10-5 cg08474164 0.016 0.004 1.54*10-5 cg25353171 -0.014 0.003 1.89*10-5 

cg13276896 0.004 0.001 2.67*10-5 cg16919517 0.004 0.001 6.38*10-5 cg10992419 -0.038 0.009 2.40*10-5 cg01789576 -0.034 0.008 2.25*10-5 cg18059802 0.005 0.001 1.61*10-5 cg04922971 0.027 0.006 1.99*10-5 

cg08450965 -0.029 0.007 3.15*10-5 cg21467108 -0.027 0.007 6.51*10-5 cg18917524 -0.075 0.018 2.42*10-5 cg02003682 -0.021 0.005 2.34*10-5 cg05958740 -0.022 0.005 1.72*10-5 cg16529599 0.012 0.003 2.09*10-5 

cg06732687 0.043 0.010 3.25*10-5 cg08605840 -0.045 0.011 6.64*10-5 cg07751196 0.014 0.003 2.46*10-5 cg26159090 0.044 0.010 2.41*10-5 cg09412782 0.007 0.002 1.78*10-5 cg21807694 0.016 0.004 2.21*10-5 

Shown are top 20 CpG sites ordered by p-value; Results presented by 10 ! g/m3 increase in PM10 exposure. 

*cg significant at FDR threshold (FDR p<0.05)  
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Table S6. Top 20 CpGs from the epigenome-wide analysis of the association between prenatal NO2 exposure and placental DNA methylation 

(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*10-7 cg13404331 -0.007 0.001 3.15*10-7 cg17580614* -0.041 0.008 5.51*10-8 cg13885156 -0.032 0.006 1.04*10-7 cg20128365 0.003 0.001 1.67*10-7 cg01780943 0.006 0.001 4.53*10-7 

cg13885156 -0.035 0.007 3.95*10-7 cg14713933 0.006 0.001 1.51*10-6 cg07563400 -0.044 0.009 4.04*10-7 cg19709822 0.002 0.000 1.29*10-6 cg19685922 0.004 0.001 2.65*10-7 cg20684528 -0.011 0.002 6.94*10-7 

cg17580614 -0.040 0.008 7.10*10-7 cg24072451 0.034 0.007 2.13*10-6 cg20491726 0.015 0.003 5.79*10-7 cg03730941 -0.032 0.007 1.31*10-6 cg14713933 0.006 0.001 7.36*10-7 cg10330056 0.018 0.004 8.32*10-7 

cg20491726 0.015 0.003 2.35*10-6 cg08798933 0.002 0.000 2.48*10-6 cg07693262 0.028 0.006 6.39*10-7 cg20491726 0.013 0.003 4.56*10-6 cg26006117 0.011 0.002 9.01*10-7 cg23671699 -0.010 0.002 1.34*10-6 

cg19709822 0.002 0.000 2.39*10-6 cg12303627 0.026 0.006 2.65*10-6 cg03213775 0.018 0.004 1.09*10-6 cg20401058 0.013 0.003 4.88*10-6 cg24072451 0.035 0.007 1.01*10-6 cg07201003 -0.030 0.006 1.36*10-6 

cg03730941 -0.033 0.007 3.49*10-6 cg26006117 0.011 0.002 2.92*10-6 cg15801007 0.010 0.002 2.13*10-6 cg20808234 -0.005 0.001 6.89*10-6 cg08798933 0.002 0.000 1.55*10-6 cg12446629 -0.031 0.006 1.55*10-6 

cg09762582 0.014 0.003 4.43*10-6 cg13885156 -0.031 0.007 3.69*10-6 cg14003978 0.019 0.004 2.66*10-6 cg25848060 0.002 0.000 9.51*10-6 cg14191673 0.003 0.001 1.56*10-6 cg19246065 0.009 0.002 1.87*10-6 

cg14003978 0.019 0.004 4.48*10-6 cg07563400 -0.038 0.008 3.91*10-6 cg13885156 -0.032 0.007 2.69*10-6 cg07563400 -0.037 0.008 9.64*10-6 cg19791143 0.007 0.001 1.93*10-6 cg10334127 0.020 0.004 2.61*10-6 

cg20489305 -0.004 0.001 6.01*10-6 cg20489305 -0.003 0.001 4.76*10-6 cg09762582 0.014 0.003 3.41*10-6 cg27354537 0.012 0.003 1.10*10-5 cg12303261 -0.001 0.000 2.28*10-6 cg25353171 -0.011 0.002 3.13*10-6 

cg07693262 0.027 0.006 6.19*10-6 cg12435611 0.002 0.000 5.59*10-6 cg11800844 0.016 0.003 4.74*10-6 cg09762582 0.013 0.003 1.12*10-5 cg20489305 -0.003 0.001 2.50*10-6 cg10537421 -0.009 0.002 3.44*10-6 

cg24770256 0.026 0.006 8.67*10-6 cg14560339 0.001 0.000 6.14*10-6 cg23705108 0.020 0.004 5.99*10-6 cg22341908 0.013 0.003 1.25*10-5 cg12762816 -0.026 0.006 2.59*10-6 cg06682383 -0.011 0.002 3.72*10-6 

cg21540588 0.017 0.004 9.91*10-6 cg15158031 -0.009 0.002 7.85*10-6 cg20946805 0.029 0.006 6.21*10-6 cg26347359 0.028 0.006 1.36*10-5 cg04460931 0.005 0.001 3.14*10-6 cg05394210 0.024 0.005 3.84*10-6 

cg25848060 0.002 0.000 9.91*10-6 cg11121623 0.028 0.006 7.86*10-6 cg10946295 0.007 0.002 8.96*10-6 cg22934785 -0.020 0.005 1.94*10-5 cg02757696 -0.001 0.000 3.42*10-6 cg13404331 -0.006 0.001 3.96*10-6 

cg20401058 0.013 0.003 1.08*10-5 cg27618216 0.013 0.003 8.58*10-6 cg01420564 0.015 0.003 9.91*10-6 cg09284275 0.011 0.002 2.00*10-5 cg13567360 0.015 0.003 4.32*10-6 cg08798933 0.002 0.000 4.65*10-6 

cg07234569 0.003 0.001 1.21*10-5 cg08349602 -0.004 0.001 9.00*10-6 cg03730941 -0.030 0.007 1.03*10-5 cg03648155 -0.009 0.002 2.17*10-5 cg08898866 -0.014 0.003 4.32*10-6 cg13165070 0.014 0.003 4.67*10-6 

cg11800844 0.016 0.004 1.37*10-5 cg18059012 0.016 0.004 9.15*10-6 cg17531430 0.015 0.003 1.10*10-5 cg17580614 -0.030 0.007 2.36*10-5 cg21222634 -0.002 0.000 5.74*10-6 cg01075271 -0.007 0.001 4.73*10-6 

cg15801007 0.010 0.002 1.38*10-5 cg02757696 -0.001 0.000 9.36*10-6 cg13818276 0.017 0.004 1.25*10-5 cg24770256 0.023 0.005 2.40*10-5 cg20684528 -0.012 0.003 5.75*10-6 cg16378261 0.021 0.005 5.64*10-6 

cg08798933 0.002 0.000 1.92*10-5 cg10164885 0.008 0.002 9.36*10-6 cg06523556 0.031 0.007 1.35*10-5 cg23671006 -0.007 0.002 2.64*10-5 cg07480327 0.006 0.001 6.15*10-6 cg01344644 -0.021 0.005 5.64*10-6 

cg11256628 0.016 0.004 2.10*10-5 cg15124547 -0.011 0.002 1.14*10-5 cg20401058 0.013 0.003 1.42*10-5 cg08160970 -0.013 0.003 2.66*10-5 cg01712700 -0.004 0.001 6.28*10-6 cg08910906 0.018 0.004 5.71*10-6 

cg24395890 0.003 0.001 2.12*10-5 cg11932746 0.002 0.001 1.16*10-5 cg11256628 0.016 0.004 1.44*10-5 cg05635114 -0.017 0.004 2.88*10-5 cg12185908 0.002 0.001 6.43*10-6 cg26159090 0.017 0.004 6.26*10-6 

Shown are top 20 CpG sites ordered by p-value; Results presented by 10 ! g/m3 increase in NO2 exposure. 

*cg significant at FDR threshold (FDR p<0.05) 
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1.! Introduction  

LÕobjectif de cette partie Žtait sensiblement la m•me que la prŽcŽdente cÕest-ˆ -dire Žtudier le 

r™le potentiel de la mŽthylation de lÕADN placentaire comme biomarqueur des expositions 

environnementales pendant la grossesse.  

LÕidŽe ici Žtait dÕŽlaborer et de mettre en Ïuvre une stratŽgie originale permettant de cibler 

efficacement certains g•nes compte tenu de leur Žtat dÕexpression ou de mŽthylation dans le 

placenta. En dÕautres termes, nous avons utilisŽ une approche a priori , basŽe sur lÕintŽgration 

de connaissances biologiques sur lÕŽtat dÕexpression et du gŽnome sans toutefois se 

restreindre ˆ des voies de signalisation spŽcifiques.  

En effet, lÕapproche sans a priori peut •tre limitŽe dans lÕinterprŽtation des rŽsultats du fait de 

la considŽration dÕun tr•s grand nombre de sites CpGs et de leur potentielle 

interaction/corrŽlation difficilement prise en compte dans ce genre dÕanalyse. 

LÕoriginalitŽ de notre approche repose sur le fait que nous ne faisons pas dÕhypoth•se a priori 

sur des pathways Žventuels qui seraient impliquŽs dans les associations entre expositions 

environnementales et issues de grossesse mais plut™t sur le fait que nous cherchons ˆ 

identifier des rŽgions gŽnomiques propres au tissu placentaire qui seraient potentiellement 

sensibles ˆ la pollution de lÕair ou aux param•tres mŽtŽorologiques. 

LÕintŽgration de connaissances biologiques autres que des pathways dŽjˆ identifiŽs dans les 

analyses dÕassociation ŽpigŽnŽtique ˆ lÕŽchelle du gŽnome semble pertinente pour identifier 

de nouvelles voies ŽpigŽnŽtiques en association avec les expositions environnementales et 

donc avec les Žv•nements de santŽ. 

Ces travaux ont ŽtŽ rŽalisŽs et se poursuivent en collaboration avec lÕŽquipe Ç ƒpigŽnŽtique et 

Signalisation Cellulaire È situŽe dans le m•me centre de recherche dans lequel jÕeffectue ma 

th•se, lÕinstitut pour lÕAvancŽe des Biosciences (IAB) ˆ Grenoble.  
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2.! MŽthodes 

LÕapproche ŽlaborŽe dans cette partie repose sur lÕintŽgration de connaissances biologiques 

sur la relation Ç ŽpigŽnome-expression È dans le placenta qui nous permet 1) dÕidentifier une 

ou plusieurs listes de g•nes potentiellement cibles dÕanomalies ŽpigŽnŽtiques en lien avec les 

expositions environnementales, et 2) dÕŽtudier le niveau de mŽthylation de lÕADN dans leurs 

rŽgions rŽgulatrices respectives en association avec lÕexposition aux polluants NO2 et PM10 et 

aux param•tres mŽtŽorologiques tempŽrature et humiditŽ. Ces travaux reposaient Žgalement 

sur lÕŽchantillon des 668 couples m•re-enfant de la cohorte EDEN dŽcrit dans la partie A du 

Chapitre III. 

2.1.!MŽthodes dÕidentification des g•nes 

Dans notre approche a priori, deux mŽthodes ont ŽtŽ mises en place : 

1-! Identifier une liste des g•nes fortement exprimŽs dans le placenta au terme de la 

grossesse (spŽcificitŽ et prŽdominance dÕexpression) et, peu ou pas exprimŽs dans un 

autre tissu. Gr‰ce ˆ lÕexploitation de donnŽes transcriptomiques publiques 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ : Žtudes GSE3526, GSE18809, GSE7434, 

GSE9984) lÕŽquipe Ç ƒpigŽnŽtique et Signalisation Cellulaire È a pu dŽfinir cette liste 

de g•nes. Ë partir des donnŽes de ces Žtudes groupŽes, normalisŽes et comparŽes les 

g•nes montrant une prŽdominance dÕexpression dans le placenta ˆ terme ont ŽtŽ 

sŽlectionnŽs. 

2-! Une deuxi•me mŽthode ciblant les g•nes dont lÕADN des rŽgions rŽgulatrices est 

fortement mŽthylŽ. Cette deuxi•me approche est basŽe sur lÕhypoth•se quÕun niveau 

de mŽthylation ŽlevŽ des rŽgions riches en CpGs (ou CpG island) dans les parties 

rŽgulatrices de ces g•nes serait responsable de leur rŽpression (ou non expression) et 

par consŽquent ces g•nes pourraient •tre plus susceptibles dÕ•tre affectŽs par les 
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changements de mŽthylation. Ainsi, ˆ partir de nos donnŽes de mŽthylation dans le 

placenta (puce Illumina) nous avons sŽlectionnŽ les g•nes dont le niveau de 

mŽthylation est ŽlevŽ (>80 %).  

 

Figure 7. Processus de sŽlection des CpGs selon lÕapproche avec Ç a priori È. 

 

2.2.!Analyses dÕassociation 

Une fois les 2 listes crŽŽes, des mŽthodes de rŽgression linŽaire robuste ont ŽtŽ mises en place 

pour Žtudier les relations entre les polluants PM10 et NO2, la tempŽrature, lÕhumiditŽ relative 

et la mŽthylation de lÕADN placentaire sur les diffŽrents sites CpG des g•nes identifiŽs dans 

la liste 1 et sur les diffŽrents sites CpGs identifiŽs dans la liste 2. Les tests multiples ont ŽtŽ 

corrigŽs ˆ lÕaide crit•re de Benjamini and Hochberg (FDR). Le seuil de signification retenu 

Žtait 5%. 

MŽthode1 MŽthode 2

APPROCHE AVEC A PRIORI

G•nes fortement exprimŽs dans le placenta
(n=9272)

n=8357CpGsdans la puce

CpGs islanddans la puce
(n=78979)

n=6837CpGsdont le niveau de mŽthylation est > 80%

PUCE ILLUMINA 450K
n=426 049 CpGs
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Pour les polluants et les param•tres mŽtŽorologiques, nous nous sommes intŽressŽs aux 

m•mes fen•tres dÕexposition pendant la grossesse dŽcrites dans lÕapproche agnostique de la 

partie A du Chapitre III : jour 1 ˆ 3, la semaine et le mois prŽcŽdent la naissance, les 

trimestres de grossesse et la grossesse enti•re. 

Nous avons testŽ (1) lÕeffet simultanŽ de la tempŽrature et de lÕhumiditŽ et (2) lÕeffet propre 

de chaque polluant ajustŽ sur les param•tres mŽtŽorologiques. Tous nos mod•les Žtaient 

ajustŽs sur les covariables suivantes : le sexe de lÕenfant, la paritŽ (0, 1, ! 2 enfants), lÕ‰ge 

maternel ˆ la fin des Žtudes (" 18, 19-20, 21-22, 23-24, ! 25 ans), la saison de conception, le 

centre dÕŽtude (Poitiers, Nancy), lÕindice de masse corporel de la m•re (kg/cm#), lÕ‰ge de la 

m•re (annŽes), le tabagisme maternel pendant la grossesse (nombre moyen de cigarettes par 

jour) et la durŽe de gestation. Nous avons Žgalement ajustŽ sur les facteurs techniques des 

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

3.! RŽsultats 

3.1.!MŽthode 1 

Description de la liste des 8 357 CpGs provenant des g•nes fortement exprimŽs dans le placenta 

Un quart des sites CpG ont un niveau de mŽthylation infŽrieur ˆ 0,05 et un quart ont un 

niveau de mŽthylation supŽrieur ˆ 0,83 (Tableau 2).  

Tableau 2. Distribution du ni veau de mŽthylation, n=8 357 CpGs. 

!" # $" # %$"# $!" # &$" # '!" # '$" # (!!" #
!)!!& # !)!%$# !)!$* # !)+$*# !),%*# !)'-( # !)'$- # !)',* #

 

On observe une distribution plut™t bimodale des niveaux moyens de mŽthylation. De plus, 

globalement, les sites CpG dont le niveau moyen de mŽthylation est faible ou ŽlevŽ ont une 

variabilitŽ faible (Figure 7. A, B).   
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A       B 
 

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

 

RŽsultats des analyses dÕassociation 

Dans cette premi•re mŽthode, nous avons identifiŽ des associations significatives ˆ lÕŽchelle 

de lÕŽpigŽnome (FDR p-values < 0,05) entre une diminution de la mŽthylation de lÕADN et 

lÕexposition aux NO2 (Tableau 3). Deux CpGs Žtaient significativement associŽs aux NO2 

pendant la grossesse enti•re et les 3 trimestres, et Žtaient localisŽs tous deux dans le corps du 

g•ne ADORA2B (chromosome 17). Deux autres CpGs Žtaient significativement associŽs aux 

NO2 pendant le trimestre 2, et Žtaient respectivement localisŽs dans le corps du g•ne 

B4GALT1 (chromosome 9) et dans la rŽgion promotrice du g•ne BPESC1 (chromosome 3). 

Enfin, un CpG (cg15158031) Žtait significativement associŽ aux NO2 pendant le trimestre 3, 

et Žtait localisŽ dans le 3ÕUTR du g•ne ARID3A (chromosome 19). Concernant les PM10, la 

tempŽrature et lÕhumiditŽ relative, aucune association significative avec la mŽthylation nÕŽtait 

trouvŽe. 

Le g•ne ADORA2B a dŽjˆ ŽtŽ dŽcrit dans lÕapproche agnostique. Dans la littŽrature, le g•ne 

BPESC1 a ŽtŽ identifiŽ au point d'arr•t d'une translocation associŽe ˆ une maladie gŽnŽtique 

rare, appelŽe blŽpharophimosis, ptosis, inversus Žpicanthus et tŽlŽcanthus (BPES), qui est 

associŽe ˆ l'infertilitŽ fŽminine (De Baere et al. 2000). 
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Tableau 3. CpGs significativement associŽs ˆ lÕexposition prŽnatale au NO2 (n=668, EDEN). 

!"# $
%&'()(&*$
+,-(.)$/01$

!23 $ !"#" $ ! 4$ 567$ $2897.:-#$ 2$;<=$

$ $ 3#&'':'': $ $ $ $ $ $
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3.2.!MŽthode 2 

Description de la liste des 6 837 CpGs provenant des g•nes fortement mŽthylŽs dans le placenta 

LÕensemble des sites CpG de la mŽthode 2 ont bien un niveau de mŽthylation supŽrieur ˆ 

0,80 et la moitiŽ dÕentre eux ont un niveau de mŽthylation supŽrieur ˆ 0,90 (Tableau 4).  

Tableau 4 : Distribution du niveau de mŽthylation, n=6 837 CpGs. 
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Le niveau moyen de mŽthylation de cette liste de CpGs est de 0,91. On observe que plus les 

sites CpG ont un niveau moyen de mŽthylation ŽlevŽ (cÕest-ˆ -dire proche de 1) et plus leur 

variabilitŽ est faible (Figure 8. A, B). 
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A       B 

 

 
Figure 9 : Histogramme des niveaux moyens de mŽthylation de sites CpG (A) et distribution des niveaux de 
mŽthylation selon la moyenne et lÕŽcart-type (B) 

 

RŽsultats des analyses dÕassociation 

Dans cette seconde mŽthode, nous avons identifiŽ une augmentation significative de la 

mŽthylation de lÕADN pour un CpG en association avec une exposition aux NO2 au cours du 

mois prŽcŽdant la naissance (FDR p-value < 0,05, Tableau 5). Ce CpG nÕŽtait pas localisŽ sur 

un g•ne prŽcis, nŽanmoins ce CpG est dans un ilot (chr9:33019921-33020146) sur le 

chromosome 9. Concernant les PM10, la tempŽrature et lÕhumiditŽ relative, aucune 

association significative avec la mŽthylation nÕŽtait trouvŽe. 

 
Tableau 5. CpGs significativement associŽs ˆ lÕexposition prŽnatale au NO2 (n=668, EDEN). 
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4.! Conclusion 

Cette approche a priori est nouvelle et originale, car elle int•gre des connaissances 

biologiques sur lÕŽtat dÕexpression des g•nes, ce qui permet dÕune part de rŽduire lÕabondance 

dÕinformation (sites CpG) et dÕautre part dÕidentifier une ou des voie(s) particuli•re(s) de 

rŽgulation du niveau dÕexpression de g•nes dans le placenta en lien avec la mŽthylation des 

CpG de leurs rŽgions rŽgulatrices pouvant •tre affectŽe(s) par la pollution et/ou les conditions 

atmosphŽriques, tout en ne restreignant pas lÕanalyse ˆ des pathways spŽcifiques dŽjˆ 

identifiŽs dans la littŽrature.  

Concernant les rŽsultats, lÕidentification du g•ne ADORA2B dont le niveau de mŽthylation est 

nŽgativement associŽ avec la pollution dans les 2 approches (agnostique et a priori) conforte 

lÕhypoth•se que ce g•ne (son niveau de mŽthylation et potentiellement son niveau 

dÕexpression) pourrait •tre un biomarqueur des expositions ˆ la pollution de lÕair. Il serait 

intŽressant par la suite de regarder son lien et son implication avec les issues de grossesse afin 

de voir sÕil pourrait •tre un potentiel mŽdiateur des effets des expositions environnementales 

sur les rŽsultats indŽsirables de grossesse. 

Compte tenu de la concordance des rŽsultats observŽs dans les 2 approches, la discussion sera 

complŽtŽe dans la discussion gŽnŽrale. 

Enfin, les travaux en collaboration avec lÕŽquipe de biologie se poursuivent notamment avec 

la mise en place de nouvelles listes de g•nes, comme par exemple les g•nes dont le niveau 

dÕexpression varie de mani•re significative pendant le dŽveloppement placentaire au cours de 

la grossesse (1er, 2•me et 3•me trimestre). 
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1.! RŽsumŽ et apport de la th•se  

Cette th•se visait ˆ Žvaluer lÕeffet de lÕexposition maternelle pendant la grossesse aux 

conditions mŽtŽorologiques sur les issues de grossesse, ainsi que lÕeffet des expositions in 

utero aux polluants de lÕair et aux conditions mŽtŽorologiques sur la mŽthylation de lÕADN 

placentaire. Ce deuxi•me objectif visait ˆ identifier de nouveaux mŽcanismes biologiques 

pouvant potentiellement expliquer les effets des expositions environnementales sur les issues 

de grossesse indŽsirables. 

Nous avons mis en Žvidence un poids de naissance plus faible en association avec une 

exposition prŽnatale ˆ des tempŽratures plus ŽlevŽes ; cette association sÕobservant surtout 

pour des expositions du milieu et de la fin de la grossesse. Il en Žtait de m•me pour 

lÕexposition prŽnatale ˆ des niveaux dÕhumiditŽ relative plus ŽlevŽs pendant la grossesse. En 

revanche, aucune association entre ces expositions environnementales pendant la grossesse 

avec la prŽmaturitŽ et la durŽe de gestation nÕa ŽtŽ identifiŽe. Ces rŽsultats prŽsentent pour la 

premi•re fois lÕinfluence propre des expositions prŽnatales ˆ des niveaux dÕhumiditŽ relative 

sur les issues de grossesse, les autres Žtudes sur ce th•me ayant ajustŽ sur le niveau 

dÕhumiditŽ mais nÕayant pas spŽcifiŽ les effets Žventuels de cette exposition.  

Bien que nos premiers travaux sugg•rent un effet dŽlŽt•re de lÕhumiditŽ relative sur le poids 

de naissance, il existe trop peu dÕŽtudes ˆ ce jour pour certifier dÕun tel effet. Il est donc 

nŽcessaire que les futures Žtudes approfondissent cette recherche dÕune part pour valider ces 

rŽsultats et dÕautre part, si un tel effet existe, pour permettre la mise en Ïuvre de mesures de 

prŽvention afin dÕŽviter les consŽquences dÕune rŽduction du poids de naissance sur la santŽ 

du bŽbŽ. Bien quÕil soit impossible de modifier le taux dÕhumiditŽ relatif ˆ lÕextŽrieur, il 

existe diffŽrentes fa•ons pour contr™ler le taux dÕhumiditŽ relatif ˆ lÕintŽrieur telles quÕune 
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bonne aŽration quotidienne de son logement ou encore lÕutilisation dÕun humidificateur ou 

dŽshumidificateur.  

LÕanalyse des liens entre expositions environnementales et mŽthylation a ŽtŽ abordŽe selon 

deux approches diffŽrentes : une approche agnostique ˆ lÕŽchelle du gŽnome entier, et une 

approche avec a priori, basŽe sur des connaissances biologiques qui a permis de se 

concentrer sur un plus petit nombre de sites CpG que nous considŽrons biologiquement 

pertinents. Les rŽsultats de la premi•re approche ont mis en Žvidence, dans le tissu 

placentaire, une baisse de mŽthylation de lÕADN : 

- pour le g•ne ADORA2B, en association avec une exposition prŽnatale aux NO2 pendant 

le second trimestre de grossesse, 

- pour le g•ne ADARB2, en association avec une exposition prŽnatale aux PM10 et NO2 

pendant le premier trimestre de grossesse.  

En revanche, nous nÕavons identifiŽ aucune association significative entre la mŽthylation 

de lÕADN et une exposition prŽnatale ˆ la tempŽrature ou lÕhumiditŽ relative. Ces premiers 

rŽsultats sont globalement cohŽrents avec ceux trouvŽs dans la seconde approche avec a 

priori , dans laquelle nous avons Žgalement observŽ une baisse de la mŽthylation de lÕADN 

placentaire pour le g•ne ADORA2B en association avec une exposition prŽnatale aux NO2 

pendant la grossesse et chacun des trois trimestres de grossesse. A notre connaissance, tr•s 

peu dÕŽtudes dÕŽpidŽmiologie environnementale ont considŽrŽ une approche avec a priori 

telle que celle utilisŽe ici, originellement dŽveloppŽe par lÕŽquipe dÕŽpigŽnŽtique de notre 

centre de recherche. 

Ces travaux novateurs proposent de nouvelles voies biologiques possibles concernant les 

effets des expositions environnementales pendant la grossesse sur la santŽ en tout dŽbut de 

vie, mais aussi ˆ plus long terme. De plus, bien quÕil nÕy ait pas dÕŽchantillons de rŽplication 
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disponibles, la seconde approche, par des chemins diffŽrents, met en Žvidence des rŽsultats 

similaires ˆ la premi•re approche. Cela conforte les rŽsultats trouvŽs bien que les deux 

analyses ne puissent •tre considŽrŽes comme indŽpendantes. 

Le g•ne ADORA2B a ŽtŽ associŽ dans la littŽrature ˆ la prŽ-Žclampsie et lÕhypoxie de la 

femme enceinte (Acurio et al. 2014 ; Iriyama et al. 2015). DÕailleurs, un signal excessif de ce 

g•ne dans le placenta induit potentiellement une insuffisance placentaire, conduisant 

Žgalement ˆ la physiopathologie de la prŽ-Žclampsie, mais aussi ˆ un placenta et un fÏt us 

plus petits et enfin, ˆ une restriction de la croissance fÏtale. Bien que lÕimplication du 

g•ne ADARB2 nÕait pas ŽtŽ ŽtudiŽe ˆ ce jour, il a ŽtŽ suggŽrŽ quÕil pourrait jouer un r™le 

rŽgulateur lÕŽdition de lÕARN. Il serait ainsi impliquŽ dans les troubles mŽtaboliques chez 

lÕadulte tels que la circonfŽrence abdominale, lÕindice de masse corporelle et le taux de 

triglycŽrides sŽriques. Bien quÕil faille •tre prudent, ceci pose la question dÕeffets possibles 

de la pollution atmosphŽrique sur la croissance de lÕenfant et la survenue de troubles 

cardiaques ou mŽtaboliques. Un petit nombre dÕŽtudes ŽpidŽmiologiques rŽcentes ont suggŽrŽ 

que les niveaux de pollution atmosphŽrique pendant la grossesse pourraient •tre associŽs ˆ la 

prise de poids dans lÕenfance (Jerrett et al. 2014). Une Žtude toxicologique aupr•s de lapines 

gestants a rŽcemment suggŽrŽ un effet de lÕexposition aux fumŽes de diesel pendant la 

grossesse sur les niveaux de cholestŽrol et de triglycŽrides de la gŽnŽration F2 (petit fils de la 

lapine exposŽe) (Valentino et al. 2016). 

 

Les mŽcanismes molŽculaires pouvant expliquer les effets des expositions sur une 

altŽration de la mŽthylation sont encore peu connus et des recherches futures sont nŽcessaires.  
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2.! Aspects mŽthodologiques 

De nombreuses Žtudes concernant les effets de lÕenvironnement sur les issues de 

grossesse se sont appuyŽes sur des registres de naissance, qui recueillent peu de donnŽes sur 

les facteurs de confusion potentiels, et ont caractŽrisŽ lÕexposition ˆ partir des concentrations 

mesurŽes par les rŽseaux fixes de surveillance de la qualitŽ de lÕair, qui fournissent une 

rŽsolution spatiale limitŽe.  

Mes travaux de th•se reposaient sur les deux cohortes m•res-enfants fran•aises EDEN et 

PELAGIE, qui prŽsentaient lÕavantage de possŽder un large Žventail de donnŽes sur les issues 

de grossesse, le dŽroulement de la grossesse et les caractŽristiques sociodŽmographique et 

socioŽconomique de la m•re ; la contrepartie par rapport aux Žtudes sÕappuyant sur des 

registres de naissance Žtait un effectif plus limitŽ. 

 

2.1.!Prise en compte des facteurs de confusion potentiels 

Gr‰ce aux informations dŽtaillŽes quÕoffrent les 2 cohortes, nous avons pu ajuster sur de 

nombreuses covariables importantes tels que lÕ‰ge, la taille, le poids et le niveau dÕŽducation 

de la m•re, mais aussi le tabagisme maternel, la saison et lÕannŽe de conception. Cependant, 

dÕautres facteurs, tels que la consommation dÕalcool ou encore le comportement alimentaire, 

nÕont pas pu •tre pris en compte, soit ˆ cause dÕun trop grand nombre de donnŽes manquantes 

soit parce quÕune homogŽnŽisation dans le codage de ces variables nÕŽtait pas faisable entre 

EDEN et PELAGIE. Cela peut entra”ner une erreur dans lÕestimation des effets. Par exemple, 

le comportement alimentaire est diffŽrent selon les rŽgions et probablement aussi selon quÕil 

fasse chaud, froid, sec ou humide.  
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2.2.!Estimation des expositions 

En ŽpidŽmiologie environnementale, en particulier pour la pollution de lÕair, lÕestimation 

de lÕexposition individuelle est un enjeu important. Il est pertinent, dans lÕidŽal, de prendre en 

compte la forte variation spatio-temporelle des polluants, ainsi que lÕinfluence des 

comportements individuels sur lÕexposition personnelle. LÕerreur de mesure sur lÕexposition 

peut •tre source de biais importants dans lÕestimation des effets de la pollution de lÕair sur la 

santŽ. Le mod•le de dispersion ADMS-Urban utilisŽ dans ces travaux de th•se prŽsente 

lÕavantage dÕestimer plus finement lÕexposition maternelle ˆ la pollution ˆ diffŽrentes 

Žchelles spatiales et temporelles. Cependant, ce mod•le dÕexposition ne prend pas en compte 

le budget espace-temps de la femme, ni lÕexposition dans lÕair intŽrieur ce qui induit une 

erreur de mesure. Les niveaux de NO2 dans lÕair extŽrieur et intŽrieur peuvent varier, 

notamment du fait de lÕexistence de sources intŽrieures de NO2 comme les cuisini•res ˆ gaz. 

Concernant les conditions mŽtŽorologiques, de nombreuses Žtudes se sont basŽes sur les 

mesures dÕune station mŽtŽorologique unique. Bien que nos travaux prŽsentent lÕavantage de 

disposer dÕun grand nombre de stations mŽtŽo rŽparties sur lÕensemble du territoire fran•ais, 

lÕexposition estimŽe par la station la plus proche du domicile de la femme peut ne pas reflŽter 

lÕexposition ˆ lÕadresse exacte du domicile. Comme pour la pollution de lÕair, les conditions 

climatiques mesurŽes en extŽrieur restent des indicateurs imparfaits de lÕexposition 

personnelle, puisquÕils ne prennent pas en compte lÕexposition intŽrieure. On peut penser que 

lÕerreur rŽsultante est de type Berkson, lorsque lÕexposition est mesurŽe au niveau de la 

population avec une station centrale et que les sujets sont rŽpartis autour de la station 

(Armstrong 2008). Une erreur de type Berkson est donc plausible dans notre cas, puisque la 

m•me station est utilisŽe pour toutes les femmes qui vivent ˆ proximitŽ de cette station. Dans 

le cas spŽcifique dÕune erreur de type Berkson, la puissance de lÕŽtude est rŽduite et les 
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intervalles de confiance sont moins prŽcis, mais on nÕobserve pas de biais dans les 

coefficients de rŽgression linŽaire (Zeger et al. 2000). 

 

2.3.!Mesure de la mŽthylation de lÕADN 

LÕutilisation de la puce Illumina pour mesurer la mŽthylation de lÕADN est en plein essor 

et donne la possibilitŽ dÕŽtudier une multitude de sites CpG sur le gŽnome. Les donnŽes 

issues de lÕutilisation des biopuces sont soumises ˆ de nombreuses erreurs de mesures telles 

que ceux liŽs ˆ lÕeffet de lot ou de puce (Ç$Batch effect$È et Ç$Chip effect$È en anglais) (A•ssi 

2015). Ces derniers ne sont pas encore bien connus et caractŽrisŽs. Des Žtapes de contr™le 

qualitŽ et de normalisation sont nŽcessaires et rŽalisŽes afin de corriger une partie de ces biais 

avant la rŽalisation des analyses statistiques. Dans nos travaux, la mŽthode de correction et de 

normalisation utilisŽe Touleimat and Tost (2012) ne prenait pas en compte le biais potentiel 

liŽ ˆ lÕeffet Ç$Batch$È. Nous avons donc ajustŽ nos mod•les de rŽgression sur les facteurs 

techniques tels que la puce et le lot afin de le minimiser. De nouvelles mŽthodes de correction 

et de normalisation sont recherchŽes et publiŽes frŽquemment dans le but dÕamŽliorer la 

qualitŽ des donnŽes produites.  

Si lÕapproche de lÕŽpigŽnome entier prŽsente lÕavantage dÕ•tre une approche sans a priori 

et dÕŽtudier la mŽthylation de lÕADN ˆ grande Žchelle sur le gŽnome, elle a nŽanmoins des 

consŽquences en termes de comparaisons multiples et de risque dÕassociation fortuite.  

 

! ! Comment limiter les biais rŽsultant des tests multiples dans le contexte de variables 

corrŽlŽes. 

DÕapr•s Dylan A•ssi, lorsque plusieurs tests statistiques sont rŽalisŽs simultanŽment, on 

sÕexpose ˆ deux types dÕerreurs : lÕerreur de premi•re esp•ce (notŽ %, taux de faux positifs) et 
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lÕerreur de seconde esp•ce (notŽ &, taux de faux nŽgatifs). Le faux positif correspond au fait 

de rejeter lÕhypoth•se nulle testŽe alors quÕen rŽalitŽ celle-ci est vraie. Ë lÕinverse, le faux 

nŽgatif correspond au fait de ne pas rejeter lÕhypoth•se nulle testŽe alors quÕen rŽalitŽ celle-ci 

est fausse. Les analyses dÕassociation ˆ lÕŽchelle de lÕŽpigŽnome (EWAS) entra”nent 

lÕapplication dÕune multitude de tests statistiques du fait du grand nombre de sites CpGs 

(environ 426 000 CpGs, multipliŽs par le nombre dÕexpositions et fen•tres considŽrŽes soit 

plusieurs millions de tests). Ce type dÕanalyse nŽcessite dÕadopter un seuil statistique bas 

pour identifier une association significative et limiter les faux positifs et donc conclusions 

erronŽes. Les deux principales mŽthodes, utilisŽes pour parer ˆ ce probl•me de tests 

multiples, se basent sur le taux dÕerreur global (FWER : Family-Wise Error Rate) ou sur le 

taux de faux positifs (FDR : False Discovery Rate). 

 

Parmi les FWER, la mŽthode de Bonferroni est la plus simple et la plus utilisŽe. Cette 

mŽthode consiste ˆ corriger le seuil de significativitŽ (%) en le divisant par le nombre de tests 

indŽpendants effectuŽs (notŽ N) :  

$%&
$
'

 

Cette mŽthode est efficace pour Žviter les faux positifs lorsque lÕon rŽp•te un tr•s grand 

nombre de tests. Cependant, elle est optimale dans le cas o• il y a une indŽpendance entre les 

tests rŽalisŽs. Dans les EWAS, on sÕattend ˆ ce que les sites CpG mesurŽs sur le gŽnome 

soient corrŽlŽs selon la rŽgion ˆ laquelle ils appartiennent. Dans cette situation, cette mŽthode 

devient trop stricte et implique une augmentation du nombre de faux nŽgatifs soit une perte 

de puissance. La mŽthode FDR se prŽsente comme une alternative ˆ ce genre de probl•me 

afin de garantir un taux de faux nŽgatifs bas. Si cette mŽthode semble •tre mieux adaptŽe que 



Discussion gŽnŽrale 
 

 170 

celle de Bonferroni, elle ne prend malheureusement pas en compte la dŽpendance potentielle 

entre les diffŽrents sites CpG 14.  

Une simulation, rŽalisŽe dans le contexte de lÕexposome avec 237 covariables ayant un 

niveau de corrŽlation de lÕordre de 0,12 Ð 0,15, a montrŽ un taux de faux positifs tr•s 

supŽrieur ˆ 5 % (supŽrieur ˆ 90 % en gŽnŽral) lorsque lÕapproche EWAS avec la correction 

de Bonferroni, ou dÕautres corrections, Žtait utilisŽe (Agier et al. 2016) Il  appara”t donc 

nŽcessaire dÕutiliser ou dŽvelopper de nouvelles mŽthodes de correction prenant en compte 

cette dŽpendance. Des mŽthodes de sŽlection des variables ou de rŽduction de donnŽes 

semblent plus efficaces du point de vue de la limitation du taux de faux positifs. 

De plus, selon leur position et leur proximitŽ, les sites CpG sont plus ou moins corrŽlŽs. Les 

mŽthodes de rŽgression utilisŽes dans ces travaux de th•se ne prennent pas en compte ce type 

de probl•me. DÕailleurs, ˆ ce jour, il existe tr•s peu de mŽthodes statistiques permettant de le 

faire pour les sites adjacents. 

 

2.4.!CaractŽrisation de la mŽthylation de lÕADN 

La puce Illumina 450 K est une des premi•res puces ˆ mesurer la mŽthylation de lÕADN 

au niveau du gŽnome entier et est abordable en termes de prix. NŽanmoins, elle mesure la 

mŽthylation de lÕADN seulement sur une petite portion des sites CpG du gŽnome : moins de 

2 %. Cela implique quÕil est possible de passer ˆ c™tŽ de nombreux sites CpG potentiellement 

sensibles aux expositions environnementales et responsables dÕune pathologie. Tr•s 

rŽcemment, une nouvelle puce a ŽtŽ commercialisŽe (Moran et al. 2016), mesurant cette fois-

ci environ 850$000 sites CpG sur lÕensemble du gŽnome. Bien que les CpGs mesurŽs soient 

mieux rŽpartis sur g•ne, cela ne reprŽsente encore que 4 % de gŽnome.  

                                                
14 A•ssi Dylan, Ç ƒpidŽmiologie ŽpigŽnŽtique de biomarqueurs du risque cardio-vasculaire : intŽr•t de lÕŽtude de 
la mŽthylation de lÕADN ˆ partir dÕŽchantillons sanguins È, Th•se de doctorat en SantŽ Publique Ð gŽnŽtique 
statistique, sous la direction de David-Alexandre Tregouet, Paris Saclay, 2015. 
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Le sŽquen•age ˆ haut dŽbit est une autre mŽthode qui permet de mesurer la mŽthylation 

de lÕensemble des sites CpG du gŽnome, et donc dÕobtenir une reprŽsentation optimale du 

mŽthylome. Cependant, le cožt est bien plus ŽlevŽ que celui de la puce utilisŽe ici, ce qui 

aurait limitŽ la puissance statistique, notamment dans le cadre dÕŽtudes ŽpidŽmiologiques o• 

le nombre de sujets peut-•tre important. Bien que nous ayons un effectif plus ŽlevŽ par 

rapport aux Žtudes publiŽes sur ce sujet, la puissance statistique reste a priori encore faible. 

 

2.5.!MŽthylation de lÕADN dans un autre tissu 

Les marques ŽpigŽnŽtiques varient : i) dÕun  tissu ˆ lÕautre, chez un m•me  individu ; ii) 

dÕun individu ˆ lÕautre dans un m•me type cellulaire ; et iii) au cours du temps chez un m•me 

individu et dans un m•me tissu. 

Le placenta est, par dŽfinition, le rŽgulateur maitre de lÕenvironnement intra-utŽrin du fait 

de son r™le central des Žchanges materno-fÏtaux . En sÕappuyant sur le placenta, notre Žtude 

nÕa pas eu besoin dÕavoir recours ˆ des cellules sanguines pour caractŽriser la mŽthylation, 

une des critiques majeures en ŽpidŽmiologie ŽpigŽnŽtique. En effet, un enjeu liŽ ˆ lÕutilisation 

dÕŽchantillons de sang est la mixitŽ de la composition cellulaire, or les diffŽrents types de 

cellules peuvent avoir diffŽrents niveaux de mŽthylation. Par ailleurs, la composition 

cellulaire varie entre sujets, par exemple du fait dÕune infection. Une solution parfois adoptŽe 

est de corriger les analyses sÕappuyant sur des prŽl•vements sanguins sur la composition 

cellulaire (Joubert et al. 2016). Le placenta para”t donc •tre un tissu pertinent pour lÕanalyse 

des modifications ŽpigŽnŽtiques pendant la grossesse en lien avec les expositions 

environnementales, puisquÕil permet de sÕaffranchir de ce probl•me et est relativement facile 

ˆ recueillir.  
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2.6.!Autres mŽcanismes ŽpigŽnŽtiques possibles 

Il est Žgalement possible dÕŽtudier dÕautres types de mŽcanismes ŽpigŽnŽtiques que la 

mŽthylation de lÕADN tels que lÕARN ou bien les protŽines comme les histones. LÕADN 

mitochondrial (ADNmt) peut aussi prŽsenter un nouveau mŽcanisme pertinent ˆ Žtudier dans 

les effets des expositions environnementales sur les issues de grossesse. En effet, dans la 

cohorte de naissances ENVIRONAGE, les travaux de Janssen et al. (2015) ont mis en 

Žvidence que des modifications ŽpigŽnŽtiques du gŽnome mitochondrial, en particulier dans 

la rŽgion MT-RNR1, pourraient mŽdier sensiblement lÕassociation entre lÕexposition aux 

PM2.5 pendant la gestation et le contenu de lÕADNmt placentaire. Cela pourrait reflŽter des 

signes de mitophagie et la mort mitochondriale. Dans cette m•me cohorte, Grevendonk et al. 

(2016) ont montrŽ que lÕexposition ˆ la pollution atmosphŽrique par les particules en dŽbut de 

vie joue un r™le dans lÕaugmentation du stress oxydatif systŽmique, au niveau des 

mitochondries, ˆ la fois chez la m•re et le fÏtus. Dans deux cohortes europŽennes, Clemente 

et al. (2016) ont quant ˆ eux Žtabli que le contenu ADNmt pouvait •tre un des mŽdiateurs de 

lÕassociation entre lÕexposition ˆ la pollution de lÕair (notamment NO2) et le poids de 

naissance.  
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3.! Conclusion et perspectives 

Plusieurs prolongements ˆ notre travail sont possibles.  

Concernant les Žv•nements de santŽ : nous avons considŽrŽ que le poids de naissance. 

Bien que facilement mesurable, le poids de naissance est un indicateur a posteriori de la 

croissance fÏtale. Il ne permet pas de prendre en compte lÕŽvolution de la croissance fÏtale 

au cours de la grossesse (Slama et al. 2009). Il serait intŽressant dÕutiliser des mesures 

Žchographiques rŽalisŽes plusieurs fois au cours de la grossesse puisque ces donnŽes sont 

disponibles.  

Concernant lÕanalyse statistique : une perspective intŽressante, que nous avons 

commencŽe ˆ traiter, est lÕŽtude de la mŽthylation de lÕADN comme potentiel r™le mŽdiateur 

des effets des expositions environnementales sur les issues de grossesse. Cela nŽcessite 

lÕutilisation dÕanalyses de mŽdiation (Valeri et al. 2013). Par ailleurs, il serait pertinent de 

prendre en compte le contexte rural/urbain, puisquÕon sÕattend ˆ ce que les expositions 

varient selon le milieu o• lÕon se trouve. Il influence Žgalement le cadre de vie et les 

comportements de santŽ des populations (Bertin 2015). 

Concernant la caractŽrisation des expositions : ModŽliser lÕexposition aux conditions 

climatiques, plut™t quÕutiliser les stations les plus proches du domicile, permettrait dÕavoir 

une estimation de lÕexposition individuelle de chaque femme ˆ lÕadresse de son domicile 

comme pour lÕexposition ˆ la pollution de lÕair. Prendre en compte le budget espace-temps et 

les expositions intŽrieures des femmes enceintes dans lÕestimation des expositions 

environnementales, permettrait de minimiser lÕerreur de mesure de lÕexposition. 
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Concernant la mŽthylation de lÕADN : Comprendre la base biologique et les 

implications de ces profils de mŽthylation modifiŽs qui ne sont ˆ lÕheure actuelle pas encore 

tr•s claires, de mani•re ˆ mettre en Ïuvre de meilleures approches prŽventives et 

thŽrapeutiques. 

La programmation ŽpigŽnŽtique de tissus fÏtaux et placentaires nÕest pas seulement 

essentielle pour la survie, la croissance et le dŽveloppement du fÏtus, elle lÕest Žgalement 

dans la programmation ultŽrieure de la santŽ. 

Notre travail illustre le potentiel offert par lÕŽpigŽnŽtique en santŽ environnementale, 

notamment pour suggŽrer des mŽcanismes dÕactions des polluants environnementaux et 

fournir des pistes quant aux effets ˆ long terme possibles de ces expositions. Il illustre aussi 

les enjeux mŽthodologiques et difficultŽs de ce champ, tant pour ce qui concerne la 

caractŽrisation des marques ŽpigŽnŽtiques, le choix du tissu, le design dÕŽtude, que les 

analyses statistiques. 

Les avancŽes sur la comprŽhension des mŽcanismes ŽpigŽnŽtiques et de leurs liens avec les 

expositions environnementales et les maladies bŽnŽficieront ˆ lÕensemble de la recherche 

mŽdicale. 
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