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RESUME

L'expression des geénes est régulée en partie par de nombreux mécanismes
endogenes, mais également par des facteurs environnementaux. Les
modifications épigénétiques représentent la principale interface entre le génome
et l'environnement (Fraga, M 2005)(Szyf, M 2011a)(Szyf, M 2011b). La
méthylation de I’ADN constitue sans doute le mécanisme épigénétique le mieux
connu. Le profil de méthylation de I'ADN d’un individu est susceptible de subir
des modifications induites par des facteurs environnementaux tout au long de la
vie.

Compte tenu de son implication dans la régulation de la transcription et
I'inactivation des genes (Bird, A 2007), la méthylation de I'’ADN pourrait jouer un
role clé dans l'apparition de différentes maladies, incluant les maladies liées au
stress.

Le Département d’'Immunologie du Centre de Recherche Public de la Santé (CRP-
Santé) de Luxembourg a acquis une expérience considérable dans le domaine de
I'épigénétique, en particulier concernant les génes impliqués dans la réponse au
stress ainsi que dans la conduite d’études cliniques. Mon stage de Master 2 au
sein de ce Département, m’a permis de travailler sur deux études portant sur le
niveau de méthylation de I’ADN.

L'étude “Cold Pressor Test” a montré un lien entre la réponse a un stress induit
par un test validé - le Cold Pressor Test - et la méthylation du géne du récepteur
aux glucocorticoides (GR). Durant mon stage, je me suis chargée de l'analyse
des données de cette étude.

Ces résultats ainsi que ceux d’études précédentes menées par le groupe
Psycholmmunologie du CRP-Santé ont conduit a I'élaboration du protocole de
I'’étude “Long term epigenetic and physiological effects of early life adversity”
(EpiPath). EpiPath analysera |'impact des maltraitances subies durant la petite
enfance, ou "Early Life Adversity" (ELA) sur les facteurs de risque de problémes
de santé publiqgues majeurs: maladies cardiovasculaires, mentales, du systéeme
immunitaire et altération de la réponse au stress. Ces pathologies sont
multifactorielles, c’est-a-dire que leur développement est sous linfluence de
facteurs génétiques, épigénétiques et environnementaux et aussi certainement
des interactions entre ces différents facteurs. Le lien entre des antécédents d’ELA
et la survenue de ces pathologies ayant déja été mis en évidence, |'objectif de
cette étude est de fournir une meilleure compréhension de I'impact de I'ELA sur
la méthylation de I’ADN et les conséquences cliniques.

Mots clés: épigénétique, réponse au stress, étude clinique exploratoire, analyse
de données, dossiers de soumission



ABSTRACT

Gene expression is regulated by a wide range of mechanisms including endogenic
mechanisms and external environmental factors. Epigenetic factors are
considered to be the principal interface between the genome and the
environment (Fraga, M 2005) (Szyf, M 2011a) (Szyf, M 2011b). Among these
mechanisms DNA methylation is probably the best understood. Moreover the
DNA methylation pattern is susceptible to modifications induced by
environmental factors

Taking into account its implication in the regulation of gene transcription and
silencing (Bird, A 2007), DNA methylation may also play a critical role in the
development of various diseases including stress related disorders..

The Department of Immunology of the “Centre de Recherche Public de la Santé”
(CRP-Santé) in Luxembourg has gained considerable experience in clinical
studies as well as in epigenetics, especially concerning stress response genes. |
had the opportunity to pursue my Master internship in this Department working
on two academic exploratory studies projects related to the link between DNA
methylation and stress response.

First, I was responsible for the data analysis of the “Cold Pressor Test” study.
This study demonstrated the association between the stress response induced by
a validated stress test: the Cold Pressor Test, and the methylation of the
glucocorticoid receptor (GR) gene.

These results, together with previous non clinical studies lead the
Psycholmmunology team to design the “Long term epigenetic and physiological
effects of early life adversity” (EpiPath) study. EpiPath will examine the impact of
Early Life Adversity (ELA) on the potential risk factors of major public health
problems: cardiovascular, mental, immune system diseases and stress response
alterations. These are multifactorial diseases meaning that these conditions
development depends on the presence of genetics, epigenetics and
environmental factors. The link between ELA and those pathologies in adulthood
is already settled and the aim of this present study is to provide a better
understanding of the impact of ELA on epigenetic methylation and on its clinic
consequences.

Keywords: epigenetic, stress response, clinical exploratory study, data analysis,
regulatory submission



LISTE DES ABREVIATIONS

BDI Beck Depression Inventory

CAMI CArdiovascular-Mental health-lmmune

CNER Comité National d'Ethique de Recherche
CNPD Commission nationale pour la protection des données
CPT Cold Pressor Test

CRP Centre de Recherche Public

CTQ Childhood Trauma Questionnaire

PAD Diastolic Blood Pressure

DMR Differentially Methylated Regions

DNMT DNA Methyltransferase

DNA DeoxyriboNucleic Acid

ELA Early Life Adversity

EpiPath Long term epigenetic and physiological effets of early life adversity
EWAS Epigenom wide association studies

GC Glucocorticoid

GR Glucocorticoid receptor

GWAS Genome-Wide Association Studies

HR Heart Rate

ICD International Classification of Diseases

IMC Indice de Masse Corporelle

MAP Mean Arterial Pressure

MeDIP-Seq Methyl-DNA Immunoprecipitation-Sequencing
PAS Pression Artérielle Systolique

PAD Pression Artérielle Diastolique

PCR Polymerase Chain Reaction

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell

RC Rythme Cardiaque

SAD Somatoform Autonomic Dysfunction

SECPT Socially Evaluated Cold Pressor Test

SI Somatisation Index

SLST Standardised Laboratory Stress Test

SNA Systéme Nerveux Autonome

SNP Single Nucleotide Polymorphism

TICS Trier Inventory for Chronic Stress

uliD identifiant unique attribué a chaque participant
URTI Upper Respiratory Tract Infections

VIF Variance inflation factor



INDEX

CPT: test standardisé et validé permettant d’évaluer la réponse au stress, par
I'intermédiaire d’un facteur de stress physique (Lovallo 1975) (McRae 2006)
(Porcelli 2014). Il consiste en lI'immersion de la main d’une personne dans de
I'eau glacée.

ELA : Les maltraitances subies durant I'enfance ou "Early Life Adversity"
regroupent lI'ensemble des conditions déléteres subies durant les premieres
années de vie. Cing types de maltraitances sont généralement décrits: abus
d’ordre émotionnel, physique, abus sexuel, négligences d’ordre émotionnel ou
physique (Spitzer, C 2013)

EWAS : ce type d’étude porte sur le profil épigénétique d’'une population et
évalue le degré d’association entre les modifications épigénétiques, notamment
la méthylation de I’ADN, et un caractére ou une maladie.

GWAS : Genome-wide association studies : étude d'association pangénomique
visant a identifier les variants fréquents qui pourraient avoir un effet sur le risque
de maladie. Ces études reposent sur le principe suivant: criblage de I'ensemble
du génome de personnes malades afin d’identifier des marqueurs de variation
génétique (SNPs) puis compaaison de leur génome a celui de population
controle. L'étude peut rélever une association ou permettre d‘identifier un géene
de susceptibilité, de protection ou une séquence régulatrice, si un allele est plus
freguemment retrouvé dans la population malade que dans la population saine.

La limite de ces études est lié au probleme du test multiple, dans la mesure ou
de nombreux tests sont réalisés. Il faut en tenir compte dans le choix du seuil de
signification pour rejeter I’'hypothése nulle de non association. (Spitzer, C 2013)



AVANT PROPOS

A lissue de mon cursus de Pharmacie et dans le cadre du Master 2 en
méthodologie et statistiques appliqués a la recherche biomédicale que j'ai suivi
au cours de l'année scolaire 2012/2013, j'ai eu l'opportunité de rejoindre le
Département d'Immunologie du Centre de Recherche Public de la Santé (CRP-
Santé) de Luxembourg pour un stage de 7 mois.
Les deux projets qui m‘ont été confiés au cours de ce stage, ont servi de base de
réflexion a cette thése de Pharmacie. Il s’agit de deux études exploratoires,
portant sur les relations existant entre l'une des principales modifications
épigénétiques régulant I'expression des génes : la méthylation et la survenue de
différentes pathologies. On s’est intéressé exclusivement, d’une part aux
maladies liées au stress et d’autre part aux maladies cardiovasculaires, maladies
mentales et infections du tractus respiratoire supérieur et immunocompétence
réduite regroupées sous l'appellation "CAMI". Etant donné que ces études étaient
a des stades d’avancement trés différents, j'ai eu l'opportunité de participer aux
principaux aspects de la gestion de projet, en m’intéressant a :
- l'analyse des données brutes de la premiere étude : "Cold Pressor Test",
- la finalisation du protocole, les préparations des demandes d’autorisations
réglementaires et la rédaction de procédures de la seconde étude:
"EpiPath".

Les données de méthylation de I’ADN ainsi que les données reflétant la réponse
au stress sont mesurées de facon similaire dans ces deux études. Ainsi, la
méthode utilisée pour la premiere étude a contribué en grande partie a la
rédaction du plan d’analyse statistique de la seconde.

L'hypothése sur laquelle reposent ces deux études est la suivante: le niveau de
méthylation de I'ADN du géne du récepteur aux glucocorticoides (GR) pour la
premiere, et le niveau global de méthylation pour la seconde étude, seraient
associés a une modification de la réaction de I'organisme confronté a un stress et
a une augmentation de la susceptibilité a certaines pathologies.

Ainsi aprés avoir présenté la structure dans laquelle ce travail a été mené, le
rationnel de ces deux études sera précisé dans une deuxiéme partie, en
s’‘appuyant sur I'état des connaissances actuelles. L'analyse des relations entre
méthylation et réponse au stress (résultats de I'étude "Cold Pressor Test") fera
I'objet d’une troisiéme partie. Dans une quatrieme partie, sera étudiée la relation
entre des maltraitances subies durant I'enfance, ou "Early Life Adversity" (ELA)
et une susceptibilité accrue aux pathologies cardio-vasculaires, immunologiques
et mentales a I'age adulte.
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1 SECTION 1 : INTRODUCTION ET SITUATION DU SUJET

1.1 Présentation du CRP-Santé et LNS

1.1.1 Le CRP- Santé
Le Centre de Recherche Public de la Santé (CRP-Santé) de Luxembourg est une
institution publique reconnue par la communauté scientifique internationale pour
son excellence dans le domaine de la recherche biomédicale et de la santé
publique. Le CRP-Santé collabore notamment avec les centres de recherches, les
universités, les professionnels de santé et les hépitaux reconnus a I'échelle
nationale et internationale.
En se positionnant comme acteur principal dans le domaine de la recherche
biomédicale, le CRP a pour ambition de devenir la source principale
d'informations en santé pour les autorités nationales et européennes.
Les activités du CRP Santé sont organisées en 5 départements de recherche:

e Maladies cardiovasculaires

e Immunologie

¢ Oncologie

e Santé Publique

e Virologie, Allergologie, Immunité.

1.1.2 Le Département d'Immunologie

Sous la direction du Professeur Claude P. MULLER, le Département
d’Immunologie, créé en 1992, est a la fois un département du CRP-Santé et du
Laboratoire National de Santé (LNS).

Ses 4 objectifs principaux sont:

- La surveillance des maladies infectieuses provoquées par des virus : le
principal objectif est de contribuer a la compréhension de la distribution
géographique, des variants génétiques, de la variabilité et de I'histoire naturelle
des virus.

- Le développement de stratégies de vaccination : I'expérience du
Département d'Immunologie historiguement acquise par le développement de
stratégies vaccinales ciblant la rougeole est utilisée dans I'objectif d’explorer les
stratégies immuno-prophylactiques contre les substances cancérigénes.

- L'immunologie psycho-endocrinienne du stress : en étroite collaboration
avec un département d’enseignement supérieur en psychobiologie de I'Université
de Treves, le Département d’Immunologie correspond également avec six
départements dans le cadre de la recherche sur les aspects liés au stress, des
molécules aux fonctions cognitives.

- L’enseignement et la formation : des enseignements et un programme de
formation destinés aux doctorants et les étudiants du premier cycle sont
dispensés.
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Les principaux axes de recherche du Département d’Immunologie sont :

- La surveillance des nouveaux virus et variants génétiques

- La diversité génétique et antigénique des virus humains et vétérinaires

- L'évolution moléculaire et la pathogénie des virus de la grippe humaine,
aviaire et porcine

- Les stratégies d’'immunisation contre les virus et les facteurs de risque
environnementaux (par exemple carcinogenes)

- La structure génique, les régulations transcriptionnelles et traductionnelles
du récepteur aux glucocorticoides (et d’autres récepteurs nucléaires) et le réle
majeur qu'il joue, en tant que médiateur, dans la réponse au stress

- La programmation épigénétiqgue du systéme immunitaire pendant la
période périnatale.

Les domaines d'application correspondants sont :

- L'identification de nouveaux variants viraux humains, vétérinaires et
zoonotiques, et comprendre leur diversité génétique et antigénique, leurs
conséquences pour la surveillance, leurs interactions virus/hbéte et leur
pathogénicité

- L’analyse des problemes de santé publique liés aux maladies infectieuses
chez I’'homme, ainsi que chez les animaux

- La compréhension des mécanismes transcriptionnels, traductionnels et
post-traductionnels des médiateurs de la réponse au stress sur le systéeme
immunitaire, et linteraction entre le systeme immunitaire et le systéme
neuroendocrinien

- La compréhension de la place et du réle de la méthylation de I’ADN dans la
programmation périnatale du systéme immunitaire

- La compréhension des mécanismes des vaccins, |'efficacité des vaccins
existants et développer de nouvelles stratégies vaccinales.

Le Département d’'Immunologie est composé d‘une équipe d’environ 35
scientifiques, ingénieurs et techniciens, étudiants en these et en Master, ainsi
que d’autres personnes rattachées aux services support. Avec environ 15 a 20
publications scientifiques internationales par an dont 28 uniquement en 2011 et
60 a 80 contributions a des conférences, ce Département est parmi les plus
productifs en recherche biomédicale au Luxembourg. Plus de 220 publications
ont été rédigées par le Groupe, dont 165 en virologie notamment dans des
revues a facteur d’'impact élevé comme The Lancet, Nature, Emerging Infectious
Diseases, The Journal of Infectious Diseases. 50 publications ont porté sur la
vaccination et 23 sur le secteur de la recherche sur le stress.

Le Département d’Immunologie représente I'un des 3 centres de référence
mondiaux de la rougeole et de la rubéole pour 22 pays européens.

35 étudiants en thése et 20 étudiants en médecine ont réalisé une partie de leur
formation au sein du Département d'Immunologie. 67% des étudiants en thése
ont poursuivi une carriere de recherche académique ou institutionnelle et 30% se
sont orienté vers l'industrie.

Le Département posséde des équipements parmi les plus novateurs, constituant
ainsi un environnement stimulant pour les étudiants désirant réaliser une théese
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pour développer leur propre projet scientifique. Les équipements de pointe
permettent |'utilisation de nombreuses techniques modernes en science de la vie
/ biotechnologies.

1.1.3 Le Groupe PsychoImmunologie

Les projets décrits dans cette thése constituent des axes de recherche du Groupe
Psycholmmunologie du Département d'Immunologie. Cette équipe a été créée en
2003 suite a la nomination du Professeur C.P. Muller a la Présidence du
Département de PsychoBiologie de I'Université de Trier. Au cours des 10
derniéres années, le Groupe a acquis une expérience considérable dans le
contréle de la transcription et les effets du récepteur aux glucocorticoides.
Depuis la mise en évidence initiale de l'influence de l’environnement sur la
méthylation de I'’ADN contrélant |'expression du géne du récepteur aux
glucocorticoides chez le rat, le Groupe a montré qu’une structure semblable de
ce gene existe chez I'humain (Turner and Muller 2005). Des recherches
complémentaires ont également montré la susceptibilité a la méthylation de
I'ensemble de Illot CpG en amont du premier exon (promoteur actif) de ce géne
chez I'humain (Turner, Pelascini, and Macedo 2008). Par ailleurs, il a été montré
que l'expression du premier exon est altérée dans les syndromes dépressifs
majeurs ou major depressive disorders (MDD), a priori indépendamment de tout
phénomeéne épigénétique (Alt, SR et al 2010).

Le gene du GR présente plusieurs promoteurs et exons distincts. Récemment,
I'’étude des mécanismes contribuant a l'activation du promoteur 1F a conduit le
Groupe a montrer que le facteur de transcription E2F1 joue un rdle important
dans l'activation du promoteur (Alt, SR et al 2010) et que le niveau global de
méthylation du promoteur est vraisemblablement plus important que le niveau
de dinucleotides CpG (Cao-Lei, L et al 2013).

Une étude portant sur le réle du GR dans la fibromyalgie a été conduite en
partenariat avec l'Université de Treves et a donné lieu a de nombreuses
publications dans des revues scientifiques de premier ordre(Macedo, JA et al
2007)(Macedo, JA et al 2008). Une étude sur l'importance du GR dans les MDD
réalisée en post-mortem a partir de cerveaux humains a récemment été publiée
(Alt, SR et al 2010). L’analyse de données d’une étude récente (CNER No
201001/02 V1.1) a été débutée dernierement. Focalisé sur les mécanismes
moléculaires qui régissent l'activité du GR, le Groupe a publié 15 articles dans
des revues scientifigues a comité de lecture au cours des 6 derniéres années.
Jusqu’a présent, sept étudiants ont obtenu leur Doctorat (4 Summa cum Laude,
3 Magna cum Laude) au sein du Groupe Psycholmmunologie et trois étudiants

réalisent actuellement leur Doctorat en Pscholmmunologie.
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1.2 Contexte scientifique et rationnel de cette these
1.2.1 Epigénétique

Le génome est composé de séquences transcrites et traduites : les exons,
représentant environ 1% (Ng SB, Turner EH 2009) de la taille du génome et de
séquences intercalées entre les exons, qui sont transcrites en ARN mais non
traduites en protéine: les introns, représentant 25% du génome. La trés grande
majorité du génome est donc constituée de séquence non codante. Il s'agit en
particulier de régions régulatrices, comprenant notamment les promoteurs des
génes, situés a l'extrémité 5. Ces régions, qui ne seront pas elles-mémes
transcrites, sont néanmoins indispensables a la transcription des genes (Griffiths,
A. JF et al 2001). Certains génes, comme celui codant pour le récepteur aux
glucocorticoides, possedent plusieurs promoteurs d’importance inégale et
plusieurs sites d'initiation de la transcription.

L'épigénétique, définie initialement en 1940 par Conrad Waddington comme
« une nouvelle science visant a étudier les mécanismes par lesquels le génotype
engendre le phénotype » (Waddington C, et al 1942), suscite un intérét croissant
aupres de la communauté scientifique.

Par la suite, dans les années 1970, Riggs, AD et Holliday, R ont proposé une
deuxiéme signification pour le concept d'épigénétique, en tant qu’ensemble des
facteurs contribuant au controle de lI'expression des génes par méthylation de
I’'ADN ou modifications des composants de la chromatine (Riggs AD, et al
1975)(Holliday R , et al 1975). Les définitions plus récentes précisent cette
notion sans la remettre en cause. Il s’agit par exemple de celle de Wollfe,
définissant I'épigénétique comme I'étude des modifications de I'expression des
genes qui sont transmissibles lors de la mitose et/ou la méiose, mais ne
découlent pas de modifications dans la séquence de I'’ADN (Wollfe AP, et al
1999).

Ces modifications impliquées dans la transcription des genes participent au
controle de |'épissage alternatif et a la production d’isoformes particuliers (Egger,
G, et al 2004). Par conséquent, ces mécanismes jouent un réle majeur dans la
différenciation cellulaire. De plus, il a été démontré que les modifications
épigénétiqgues représentent des mécanismes stables et héréditaires (Egger, G et
al 2004)(Russo, VEA, et al 1996).

L’environnement peut également exercer une influence sur l'activité des genes
en modulant les variations épigénétiques (Varmuza, S 2003). Ainsi, les facteurs
épigénétigues sont considérés comme la principale interface entre le génome et
I'environnement (Fraga, M, et al 2005)(Szyf, M, et al 2011a)(Szyf, M, et al
2011b).
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Selon Meaney, et al., certaines variations constatées entre les populations
induites par des facteurs environnementaux pourraient trouver leur origine dans
des mécanismes épigénétiques (Meaney, M, et al 2005).

Trois principaux types de modifications épigénétiques sont susceptibles
d'intervenir et d’interagir au niveau cellulaire conduisant a linactivation des
génes concernés. Il s’agit de la méthylation de I’ADN, des modifications des
histones appelés acétylations et des modifications touchant I’ARN (Cao-Lei, et al
2013). Annexe 1.

La méthylation de I’ADN, modification épigénétique largement décrite et sans
doute la mieux connue, (Jones, P, et al 2012)(G Li, DR, et al 2011) consiste en
I'ajout de groupement méthyl sur la séquence d'ADN. Cette fixation est
hautement spécifique et intervient toujours au niveau d’une cytosine directement
liée a une guanine par un phosphate, appelé un “site CpG” ou “dinucléotide CpG”
(Egger, G, et al 2004)(Lister, R, et al 2009) (Figure 1).

/(\ /(H‘ DNA methylation is the addition
N € of a methyl group (M) to the
! " DNA base cytosine (C).
C

Figure 1: Méthylation de I’ADN (Siroux, V 2013)

La fréguence de ces dinucléotides CpG a travers le génome est relativement
faible. lls sont généralement regroupés en clusters ou "CpG island". En général,
ces CpG islands sont de petites régions génomiques d’une longueurs variant de
200 a 3 000 paires de bases en moyenne et la majorité des 11 millions de CpG
se situent au sein des 25 000 CpG islands (Lister, R 2009). Les CpG islands,
généralement localisés dans les promoteurs, sont majoritairement non méthylés
(MA, G.-S 1983). En principe, la méthylation des cytosines dans les régions
promotrices d'un gene est associée a une altération des interactions entre le
gene et la machinerie cellulaire impliqguée dans la transcription, conduisant a
I'inactivation des genes (PeterW., L. 2010). (Figure 2).

@ DNA methylation
A

n ]'Hislune modifications
DNA

Histone™

Figure 2: Méthylation de I’ADN et modification des histones

En effet une corrélation négative a été démontrée entre le niveau de méthylation
d’'un CpG island et le niveau de transcription des génes associés (J Bell, A.P

15



2011) comme l’illustre la figure 3. En général les CpG islands sont localisés a
I'extrémité 5’ des génes (Bird, A 1987).

Au contraire, un niveau de méthylation élevé au niveau du corps du géne ou
" gene body", conduit a la transcription de ce géene (Jones, P. et al 1999)(Chess,
A.H.A., et al 2007)(Ball, MP. et al 2009). Physiologiqguement les niveaux de
méthylation sont élevés au niveau des "gene body" et faibles au niveau des
régions régulatrices telles que les promoteurs (G Li, DR et al 2011).

Activité transcriptionnelle

normale
Geéne — ----CGCGCGCG---- —
flot CpG
Méthylation

Activite transcriptionnelle fortement
diminuée ou supprimée

sone TreY [
_{

hyperméthylé ----CGCGCGCG---- —

ilot CpG
méthylé
YGroupement meéthyle

Figure 3 : conséquence de la méthylation des promoteurs sur la transcription des génes
correspondants ('Dysfonctionnements Cellulaires A I'Origine Du Processus Tumoral et
Apercu Des Thérapies Existantes” 2014)

Il serait inexact de dissocier entierement I'épigénétique de la génétique. En effet,
d’'une part, une méthylation au niveau des cytosines peut induire des mutations
lors de la réplication. D’autre part, une mutation par ajout ou suppression d’une
cytosine ou guanine modifiera la probabilité d’apparition d’'une méthylation sur le
site concerné.

La méthylation de I'’ADN est impliguée au cours de nombreux stades du
développement, incluant I'embryogénése, la régulation de la transcription et
I'expression génétiques (Bird, A 2007), les interactions entre I'’ADN et les
protéines et la différenciation cellulaire (Bird, A 2002). Ces mécanismes
contribuent a expliguer comment les cellules, possédant une séquence d’ADN
identiqgue, peuvent se différencier en différents types cellulaires conduisant a
différents phénotypes (M. Suzuki, et al 2008)(Kouzarides, T, et al. 2007).

En regle générale le profil de méthylation n‘est pas modifié au cours des mitoses.
Ainsi, le niveau global de méthylation est stable au cours du temps (Lange, U et
al 2010). Néanmoins, le profil épigénétique ne reste pas strictement identique au
cours de la vie ; il subit des modifications ciblées, en particulier a certains stades
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du développement, en particulier chez les mammiferes. Ces transitions
contribuent a une expression des genes spécifiques a chaque lignée ou tissu
(Feil, R et al 2012)(Jacobsen, JL. et al 2010).

Par exemple la méthylation de I'ADN participe a la différentiation des cellules
souches hématopoiétiques en cellules matures (Ji, H et al 2010)(Bocker, M et al
2011), incluant I'expression des génes codant pour les cytokines (Lee, C et al
2009) et les génes contrblant les immunoglobulines.

Initialement il été admis que les mécanismes de maintenance de la méthylation
de I'’ADN provenaient de copies semi-conservatives du profil de méthylation
parental (Holliday R et al 1975). Par conséquent les enzymes DNA
methyltransferase (DNMT) jouent un role a différentes étapes: elles agissent soit
en tant que de novo DNMTSs, instaurant un profil initial de méthylation, soit en
tant que DNMTs de maintenance, qui apres la réplication reproduisent le profil de
méthylation a partir du brin d’ADN existant (Pradhan, S et al 1999). La
méthylation de novo de I'’ADN survient principalement dans les cellules
germinales ou au cours de I'embryogénese (Jaenisch, R et al 1982). En effet la
fréquence d’apparition des CpG méthylés dans les cellules adultes somatiques
semble faible (Lorincz, M et al 2000). Néanmoins il a été montré qu’une
méthylation progressive se produit dans une proportion importante de I'ensemble
des CpG islands dans certains tissus durant le vieillissement (lIssa, J et al 2000),
ou dans les cellules anormales telles que les cellules cancéreuses (Baylin, S et a/
2000). L'engouement récemment suscité pour I'épigénétique est probablement
lié a la mise en évidence de corrélations entre des modifications des niveaux de
méthylation de I'ADN et l'apparition de certaines pathologies.

L'épigénétique représente un facteur de risque important pour de nombreuses
maladies. Etant donné la place clé occupée par la régulation de I'expression des
genes et la différenciation cellulaire, il semble évident que des altérations ou
erreurs survenant dans les mécanismes de méthylation pourraient étre lourdes
de conséquences et contribuer a I'apparition de pathologies. Les cancers
représentent la principale pathologie dans laquelle les conséquences de la
méthylation ont été évaluées (Ehrlich, M et al 2002)(Feinberg., A et al 2004).
Par ailleurs, il a été clairement démontré chez la souris, qu‘un faible niveau de
méthylation de I’ADN précede |'apparition d’‘athérosclérose. Ce lien a été
confirmé chez I’humain : un niveau de méthylation faible a été retrouvé chez les
personnes a risque d’artériosclérose tels que les fumeurs, les personnes
présentant un déficit en folates et une hyperhomocysteinémie (Baccarelli, A et a/
2010a), de méme que des patients atteints d’'un cancer.

De plus, des modifications épigénétiques ont été retrouvées chez les patients
souffrant de maladies cardiovasculaires (Baccarelli, A 2010b), maladies auto-
immunes (Strickland, F et al 2008) ou de troubles psychiatriques (Tsankova, N.
2007). Ainsi, le lien entre une susceptibilité accrue aux maladies
cardiovasculaires (Felitti, V et al 1998)(Dong, M. 2004), maladies mentales
(Felitti, V et al 1998), infectieuses (Shirtcliff, E.A. 2009) et respiratoires (Boyce,
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W et al 1995) et la méthylation de I’ADN a déja été établi. Enfin, il a également
été démontré que les génes impliqués dans la réponse au stress sont
susceptibles a la méthylation de ’'ADN (McGowan, P et al 2009).

De plus, la méthylation de I'’ADN, constituant une interface entre le génome et
I'environnement, les conditions subies durant la vie et en particulier au cours de
la petite enfance pourraient également avoir un impact sur l'expression des
genes. Un niveau élevé de stress, par exemple consécutif a un placement en
institution ou orphelinat et wune adoption représente des facteurs
environnementaux majeurs  susceptibles d’induire des  modifications
épigénétiques.

Les études d’association pangénomiques, ou GWAS, visent a étudier les
corrélations entre de nombreuses variations génétiques. Elles consistent en
I'identification de polymorphisme touchant un seul nucléotide (SNPs) dont la
fréquence dans le génome humain est importante et a déterminer la facon dont
ces polymorphismes sont présents dans différentes populations. Elles permettent
également d’identifier des associations entre des SNPs et des pathologies
transmises d’une génération a une autre. Néanmoins, il convient de prendre en
considération les facteurs de confusion interagissant avec ces modifications
génétiques courantes (McGowan, P. et al 2009). Méme si les études GWAS ont
conduit a l'identification de plus de 800 SNPs associés a un éventail de plus de
150 maladies (McGowan, P et al 2009), ces SNPs n'expliquent qu'une partie de la
composante génétique de ces pathologies. Au-dela de la caractérisation
individuelle de chaque SNP a laquelle les études récentes se sont largement
intéressées, le role des d’interactions complexes entre les SNPs et avec les
facteurs environnementaux a recu moins d’attention. En pratique, la principale
limite de ces études est liée a la multiplicité des tests réalisés. En tenir compte
dans le choix du seuil de signification pour rejeter I'hypothése nulle de non
association, est un prérequis indispensable (Gut et al 2007). De plus, d'un point
de vue méthodologiques les études GWAS ne tiennent en général ni compte des
interactions avec I'environnement, ni des interactions entre les génes.

A la différence des études GWAS, les résultats des EWAS sont également
directement impactées par des facteurs de confusion environnementaux touchant
a la fois le phénotype et I'épigénome, tels que le type de cellules, I'age, le sexe,
qui risquent d’augmenter a tort la taille d’effet et l'erreur de type I. Par
conséquent, l'analyse des résultats des GWAS, comme des EWAS doit faire
intervenir des méthodes d’ajustement.

Une premiere limite a linterprétation des données issues des études EWAS
réside dans le fait que I'épigénome est variable selon les tissus. Néanmoins, Dick
et al, a suggéré que l'évaluation de la méthylation de I'ADN au niveau des
cellules sanguines permet de déterminer de facon robuste et biologiquement
pertinente des modifications épigénétiques liées a I'IMC.
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La difficulté de différencier I'effet de la cause représente une deuxiéme limite.
Par exemple les modifications épigénétiques identifiés par Dick et al, pourraient
étre survenues avant toute altération de I'IMC et ainsi étre directement
responsables des phénotypes liés a |I'obésité (Murphy et al 2014).

1.2.2 Stress

Une réponse appropriée a des facteurs de stress est essentielle a |'adaptation et
a la survie de tout individu (Kloet, E.D et al 2005). Il a été montré qu’une
altération de la réponse au stress est associée a différentes pathologies,
notamment psychiatriques (Kloet et al 2005) incluant schizophrénie et troubles
bipolaires (Sinclair, D et al 2012), mais également dépression (Holsboer, F et al
2000), déficiences cognitives (Belanoff, J et a/l 2000), maladies inflammatoires,
du systémes immunitaires (Buske-Kirschbaum, A et al 1997), cardiovasculaires
(telles que athérosclérose, inflammation, hypertension) et diabéte (Turunen, M
et al 2009)(Ling, C et al 2009)(Friso, S et al 2008). C’est pourquoi, identifier les
déterminants de ces variations dans la réponse a un stress physique ou
psychologique est fondamental. RéEcemment de nombreuses études ont portées
sur les mécanismes impliqués dans la susceptibilité et I'adaptation de I'organisme
au stress. Il semble évident que, au-dela des facteurs environnementaux et
génétiques, des éléments supplémentaires interviennent et contribuent pour une
large part a l'apparition des pathologies comportementales et psychologiques
(Uchida, S, et al 2009).

L'axe hypothalamo-hypophysaire (HPA) constitue I'un des systemes biologiques
majeurs impliqués dans la coordination de la réponse au stress. En effet, il
impligué dans les mécanismes clefs des différentes pathologies liées au stress,
telles que les troubles somatoformes et les maladies psychiatriques (Pruessner,
J, et al 1999)(Heim, C, et al 2000). La sécrétion hormonale a I'état normal et
lors d’un stress est contrOlée par la sécrétion de glucocorticoides (GC) par l'axe
HPA (Kloet, E.D, et al 2005). Deux types de récepteurs sont susceptibles de fixer
les GC circulants : les récepteurs aux glucocorticoides (GR) et les récepteurs aux
minéralocortioides (MR).

Le niveau d'affinité du MR pour les GC est nettement supérieur a celui du GR.
Ainsi, il a été démontré que le MR est activé en permanence par la fixation de GC
(Tallec, P.-L et al 2005). Par conséguent, le récepteur aux glucocorticoides
constitue le principal acteur de la réponse au stress.

Il a été clairement démontré gue les GR sont majoritairement localisés dans la
région du cerveau appelée hippocampe. En effet Yang et al., (Yang, G 1988)ont
montré une forte distribution des ARNm des GR dans cette région. Ainsi, le GR
est exprimé au niveau du cerveau humain, de fagon constante au cours de la vie
(Cao-Lei, L et al 2013). Par ailleurs, I'expression du GR a également été mesurée
dans d’autres tissus.
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La transcription du géne du GR est connue pour étre hautement régulée par des
meécanismes épigénétiques, et en particulier les modifications des CpG de la
région du promoteur. Les niveaux de méthylation de ces promoteurs étant
aléatoires et uniques, cela suggére une régulation extrémement spécifique de
I'expression du géne du GR (Turner, JD et al 2010) (Turner, Alt, and Cao 2010)
(Turner, et al 2008). En effet, de nombreux auteurs ont montré que la
méthylation de I’ADN du géne du GR exprimé dans I'hippocampe (McGowan, P et
al 2009)(Weauver, IC et al 2004) a un effet sur son niveau d’expression. Il existe
de plus en plus de preuves montrant, en particulier, qu’'une modification de
I'expression du premier exon a une influence sur les isoformes de protéines du
GR produites.

Le géne du GR humain (Figure 4) comporte huit exons constants (exon 2-9) et
neuf premiers exons alternatifs 1A-1J, dont le niveau d’expression varie selon
leur localisation tissulaire (Turner and Muller 2005) (Breslin, M 2001). Les exons
1A et 11 sont régulés par une région promotrice distale et les exons 1B-1H et 1J
sont sous le contréle de promoteurs proximaux (Cao-Lei, L et al 2011) localisés
dans un ilot CpG qui est trés similaire entre les espéces souris, rats et humains
(Turner and Muller 2005) (Bockmuhl, Y et al 2011).

Promoters
1a 1ib_ 1c
[—*I—-P IATG
Exon 1a ib 1c 2 34 5 6 7 8 i 9 Y 98

GRa, GRB,
777 Amino Acids 742 Amino Acids
Exones 2—>8 Sua Exones 2 —8 9P
Protein

Figure 4: organisation génomique du géne du GR (Cosioa, BG 2005)

Les ARNm subissent un épissage a l'extrémité 3’ résultant en trois transcrits
codant trois isoformes : GRa, GRP et GR-P. GRa est la forme la plus active
du récepteur responsable de la plupart des effets génomiques des GC. Il a été
montré que I'épissage et les isoformes qui en résultent sont influencés par
le premier exon alternatif du GR (Alt, SR et al/ 2010). En concordance avec
leurs fonctions physiologiques, GR-a est majoritairement exprimé dans le
cerveau, mais également dans les cellules musculo-squelettique, le foie, le
poumon, le rein et les cellules mononuclées du sang périphérique ou peripheral
blood mononucleated cells (PBMCs). Les ARNm de GR-B ont été retrouvé dans
les cellules du systéme inflammatoire, par exemple les PBMCs, les cellules
éosinophiles et les macrophages (Pujols, L et al 2002). Par conséquent
I'expression du GR au niveau périphérique est souvent mesurée en tant
qu’indicateur facilement accessible de I'expression du GR au niveau du cerveau
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(Van Zuiden, M et al 2011). Weaver et al. et Liu et al. ont montré une réduction
du nombre de transcrits du promoteur 1; (équivalent du promoteur 1F chez
I'homme) du GR ainsi qu’une altération de la réactivité au stress au cours de la
vie des rats dont le promoteur 1; était méthylé (Weaver, IC et al 2004)(Liu, D. et
al 1997). De plus, Cao-Lei et al, and Turner et al., ont montré en particulier que
cing promoteurs humains du GR sont sensibles a des méthylations épigénétiques
(Turner, JD et al 2008)(Cao-Lei, et al L 2011). Ces promoteurs sont connus pour
étre actifs dans les lymphocytes circulants (1D, J, E, F, and H).

Cao-Lei et al. (Cao-Lei, L et al 2011) ont monté que Illot CpG du promoteur
proximal est sous le contrOle de la méthylation de I'ADN. Le promoteur 1F est
celui qui a été le plus largement étudié (Alt, SR et al 2010)(McGowan, P et al
2009). La méthylation (5-mC) et I’hydroxyméthylation (5-hmC) du promoteur 1F
chez I'homme et 1; chez les rongeurs représentent les principales modifications
et occupent vraisemblablement une place d’interface privilégiée entre
I'environnement et |'expression du GR. Le promoteur 1F/1; compte parmi les
premiers promoteurs de genes pour lesquels I'impact de I'environnement sur la
méthylation de I'’ADN a été démontré. La méthylation de ces promoteurs a été
associée avec une diminution du niveau de transcrits du GR. Il a été montré
qu’'une modification du nombre de CpG dans la région du promoteur 1F /
1, est négativement corrélée avec l'expression globale du GR via les
transcrits correspondant (Witzmann, S, et al 2012) respectivement chez le
rongeur (Weaver, IC 2004) et chez I'humain (McGowan, P et al 2009)(Uchida, S,
et al 2009)(Bromer, C, et al 2012). Ceci suggere qu'il existe un processus de
régulation épigénétique global via le promoteur 1F / 1; du GR.

Le GR présent au niveau de I'hippocampe joue un role dans le rétrocontrole
négatif de la libération de glucocorticoides. De plus en plus de preuves tendent a
montrer qu’un stress chronique provoque une diminution du taux d’ARNm du GR
au niveau du cerveau chez le rat (Kitraki, E, et al 1999).

Ainsi, le GR présent au niveau de I’'hippocampe occupe une place critique dans la
régulation des GC, conduisant a une diminution de la libération de GC.

En effet, il a été montré dans une étude menée en post-mortem chez les
victimes de suicide, que les modifications des CpG des promoteurs du GR au
niveau de I'hippocampe, étaient corrélées avec des antécédents de
maltraitances/abus subis durant l'enfance (McGowan, P et al 2009). Cest
pourquoi, une hypothése trés probable est que la méthylation de I'ADN des
régions riches en CpG joue un role d’interface entre les événements subis durant
la petite enfance et la régulation de I'axe HPA via l'activité du GR. De plus, une
altération du rétrocontrble négatif des GC a été retrouvée chez des personnes
déprimées et souffrant de troubles de stress post-traumatique (PTSD), suggérant
que le GR et le MR pourraient étre impliqués dans la physiopathologie de ces
troubles.
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Une condition similaire est induite chez |'animal par un stress chronique. Mizuchi
et al. et Schmidt et al, ont trouvé que ces anomalies du GR dans les centres
supérieurs de l'axe HPA sont liées a une réduction du rétrocontréle négatif
induite par un stress chronique (Schmidt, M et al 2009). Puisqu’une perturbation
au niveau du cortex préfrontal du cerveau ou de I'hippocampe est impliquée dans
la pathogénése de la dépression, ces conclusions pourraient aider a comprendre
les mécanismes reliant l'altération du systéme de rétrocontrole des GC et les
perturbations au niveau du cerveau dans la dépression.

On a également estimé que ces perturbations pourraient étre impliquées dans la
réduction du nombre GR dans les sites du cerveau impliqués dans le
rétrocontrole.

Un nombre croissant de preuves selon lesquelles le GR régule les génes
principalement impliqués dans le métabolisme énergétique, la transduction du
signal, les neurotransmetteurs et |I'adhésion cellulaire se sont accumulées. Parmi
ces genes, certains sont associés a des troubles liés au stress (Cole, S et al
2007)(E.B, B et al 2004). Par exemple une diminution de |I'expression de GILZ a
été associée a certains symptdémes observés chez des patients souffrant de
fiboromyalgie (Macedo, J.A et al 2008) et Iapparition de réaction
d’hypersensibilité retardée (Berrebi, D 2003). II a été montré qu’une
augmentation du niveau d’expression de FKBP5 est reliée a des troubles
dépressifs majeurs et une récupération suite a la réponse au stress, alors que
des niveaux réduits de FKBP5 est associé a des troubles liés au stress

posttraumatique (Yehuda, R et a/ 2009).

Le stress est connu pour induire des modifications a court terme des parametres
cardiovasculaires, par exemple, augmentation de la pression artérielle, rythme
cardiaque (RC) et volume d’éjection systolique. Ces modifications sont régulées
par le systéeme nerveux autonome (SNA).

Les modifications de la pression artérielle sont reliées a |'activation du systéme
sympathique, des ventricules cardiaques et la résistance des vaisseaux
périphériques, alors que le retrait du systéme parasympathique contribue a
l'augmentation initiale du rythme cardiaque. On estime que ces réactions
hémodynamiques au stress jouent un rdle protecteur en situation de danger
aigu. Néanmoins, il semble évident qu’une exposition fréquente au stress et une
augmentation de la réactivité cardiovasculaire au stress nuit a la fonction
cardiovasculaire. Cela a été confirmé par une méta-analyse récente, suggérant
que la pression artérielle et la réactivité au stress du SNA constituent des
prédicteurs de I'évolution du risque cardiovasculaire (Chida, Y. and A. Steptoe
2010). Des tests de stress arithmétiques mentaux standardisés et des exercices
effectués sur ordinateur augmentent [l‘activité sur le systéme nerveux
sympathique et la pression artérielle (PA) (Steptoe, A. et al and C. Vogele et al
1991). L’association entre les réponses a ces tests et I'évolution au long terme
de la PA (Flaa, A 2008), linsulino-résistance (Flaa, A et al 2008), et la
calcification des artéres coronaires (Matthews, et al K.A 2006) a été démontrée.
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Il a été montré que la réponse en termes de PA induite par le cold pressor test
(CPT) est liée au risque de développement d’hypertension artérielle (Menkes, M.S
et al 1989). Il s’agit d'un test de stress largement utilisé et validé induisant un
stress systémique suite a l'immersion de la main d’une personne dans de l'eau
glacée.

Ce test a été utilisé dans des études portant sur l'influence du stress sur la
mémoire (Buchanan 2006), l'apprentissage (Duncko et al 2007), la prise de
décision (Lighthall et a/ 2011).

La méthode de CPT est associée a l'activation du systéme sympathique et a
I'activation faible a modérée de I'axe HPA associé a la libération de
glucocorticoides. L'augmentation faible a modérée de la libération de cortisol
observée a l'issue du CPT via l'activation du systéme sympathique a montré sa
robustesse et sa fiabilité (Lovallo et al 1975) (McRae et al 2006) (Porcelli et al
2014).

Tandis que de nombreuses études ont montré que les pathologies liées a la
réponse au stress et les maladies cardiovasculaires, maladies mentales et
infections du tractus respiratoire supérieur et immunocompétence réduite
(appelés CAMI) sont associées a un profil de méthylation de I’ADN particulier, les
causes de la modification du profil de méthylation n‘ont pas encore été
clairement établies. Pour cela, nous avons défini un modele de population dont le
profil de méthylation a été altéré. Weaver et al., Liu et al., et Murgatroyd et al ;
ont montré l|'existence d’un lien entre I'Early Life Adversity (ELA) et la
méthylation de I’ADN.(Murgatroyd, C 2009) (Liu, D. et al 1997). Ainsi, les
personnes ayant été exposées a des conditions trés difficiles durant leurs
premieres années de vie, telles que des abus physiques ou mentaux, sont
susceptibles de présenter un profil de méthylation de I’ADN altéré.

1.2.3 Early Life Adversity (ELA)

Les maltraitances subies durant I'enfance ou "Early Life Adversity" regroupent
I'ensemble des conditions déléteres subies durant les premieres années de vie.
Cinq types de maltraitances sont généralement décrits: abus d’ordre émotionnel,
physique, abus sexuel, négligences d’ordre émotionnel ou physique (Spitzer, C
2013). Ces différents types de maltraitances (ELA) représentent des facteurs de
risque de maladies a I'age adulte.

Comme mentionné précédemment, l‘exposition a une ELA est connue pour
contribuer a l'apparition de pathologies a I'age adulte. Les traumatismes subis
durant I'enfance représentent une des formes de stress les plus extrémes. Ainsi,
les conséquences néfastes de ces traumatismes sur le long terme aussi bien sur
la santé mentale que physique ont été bien établies (Murgatroyd et al 2009).
Une relation entre des antécédents d’ELA et des processus inflammatoires, en
particulier cardiovasculaires et maladies auto-immunes telles que sclérose
multiple et polyarthrite rhumatoide (Goodwin, R et al 2004), a été établie.
McCauley et al., a montré que l'association entre violence ou abus et une
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susceptibilité accrue est aussi importante chez des participants qui ont subi des
abus durant leurs premiéres années de vie que chez ceux qui les ont subi au
cours de I'étude (McCauley, J et al 1997).

Par ailleurs, il a été clairement démontré que la modification de la méthylation
suite a des antécédents d’ELA affecte la réponse que stress. Dans le model d’ELA
chez le rat, les sujets jeunes ayant été privé de soins maternels présentent une
plus grande réactivité de I'axe HPA au cours de la vie (Liu, D. et al 1997)(Liu, D
et al 2000). Ce faible niveau de soins recus a été associé a un faible niveau
d’expression du GR (Liu, D. et al 1997) et a un niveau de méthylation élevé (80-
100%) d'un CpG clé du promoteur 1; de |'hippocampe (Weaver, IC et al
2004)(Weaver, IC et al 2005)(Weaver, IC et al 2007). Cependant la situation
semble jusqu’a présent moins claire chez I'humain. Il a été montré que les
niveaux de méthylation du promoteur 1F du GR, chez des nouveau-nés, varient
selon I'humeur de leur mére au cours de la grossesse (Murgatroyd et a/ 2009)
(Oberlander, T.F et al 2008). De plus, le suivi de ces nouveau-nés a mis en
évidence une altération de la réactivité au stress de I'axe HPA durant I'enfance.
Par ailleurs, au cours de la période appelée « famine hollandaise » (ou I'hiver de
la faim) en 1944, I'étude de la « cohorte de la faim », suggére que les
éventuelles transformations épigénétiques liées a l'alimentation des parents
seraient transmissibles sur plusieurs générations. A I'hiver 1944, des restrictions
alimentaires ont été imposées par le régime nazi a la population d'’Amsterdam,
ce qui a conduit a une famine. Les filles nées de méres affamées pendant cette
période sont étudiées depuis 1994 par Tessa Roseboom, au Centre médical
académique d'Amsterdam. Les femmes exposées a la famine durant la gestation
ont plus de risques que la population générale de développer un diabéete de type
2. Mais c'est également vrai pour leurs filles qui, elles, n‘ont pas connu la famine
(Paldi, et al 2012).

En outre, Tessa Roseboom et ses collegues ont récemment commencé a
rechercher des marques épigénétiques dans cette « cohorte de la faim ». Leurs
premieres analyses sur trois générations de femmes montrent que celles qui
souffrent de diabéte de type 2 présentent des modifications épigénétiques sur
leurs chromosomes. Et que ces marques se conservent au fil des générations.

Le suivi de cette cohorte a permis d’'observer une association entre Ila
méthylation du promoteur 1F du GR et la réponse au stress. Cela a également
été expliqué par des facteurs environnementaux (par exemple |'éducation, le
mode de vie) mais pas nécessairement par I'ELA (De Rooij, SR et al 2011).

Une méta-analyse récente a confirmé que des événements d’ELA séveres
représentent l'un des facteurs de prédisposition les plus robustes de trois
problémes de santé publique majeurs: les maladies mentales (par exemple.
dépression, tentatives de suicide (Felitti, V et al 1998)), les maladies
cardiovasculaires (par exemple cardiopathies ischémiques (Dong, M. 2004),
accident vasculaire cérébral (Felitti, V et al 1998) et hypertension (Felitti, V
1998)(Dong, M. et al 2004)(Batten, S et al 2004)) et les infections du tractus
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respiratoire supérieur (URTI (Boyce, W. 1995)(Schultz, H 2009)) et la diminution
de l'immunocompétence (Shirtcliff, E.A. et al 2009)(Batten, S et al 2004)
regroupées sous |'appellation de CAMI (Wegman, H et al 2009). En particulier,
une séparation de la mére au cours des premiéres années de vie augmente
significativement le risque de maladies psychotiques, troubles de I'humeur et de
la personnalité jusqu’a l'age de 60 ans (Raikkonen, K 2011). Le stress
psychosocial est bien connu et constitue un facteur de prédisposition significatif
des problemes de santé publique cités ci-dessus (Nieuwenhuijsen, K 2010).

Certains auteurs, dont Neigh et al. ont montré qu’une altération de la régulation
de l'axe HPA fait suite a un stress durant la petite enfance (Raikkonen et al
2011). Une augmentation des troubles dépressifs majeurs, PTSD et troubles liés
a l'anxiété, des maladies cardiovasculaires, des cancer et diabétes a également
été démontrée. En effet les altérations impliquant I'axe HPA constituent un
déterminant majeur de la réponse au stress (Neigh, G et al 2009) et ainsi
constituent potentiellement une conséquence au long terme des traumatismes
subis durant la petite enfance. Le mécanisme qui pourrait expliquer le lien entre
ELA et une susceptibilité accrue a ces pathologies reste jusqu’ici inconnu.

Nous pensons que I'un des schémas représentés ci-dessous pourrait expliquer la
relation entre I'ELA et la susceptibilité accrue a ces pathologies. lls se distinguent
par la place et le réle du stress dans le processus.

Dans la premiere hypothése (partie supérieure), les modifications épigénétiques
consécutives a une ELA augmenteraient la susceptibilité aux CAMI via une
altération de la réponse au stress. Dans la deuxiéme partie (partie inférieure), le
systeme de réponse au stress est altéré au méme niveau que les autres
systemes (cardiovasculaire, mental et infectieux).

25



EPIGENETICS »

Cardiovascular diseases

[ Early Life Adversity

Stress

[ Early Life Adversity

Mental disorders

URTI and Infectious diseases

O A== mZmQ@=—"Tum

Cardiovascular diseases

Mental disorders

URTI and Infectious diseases

Stress

Figure 5: hypothése de mécanismes reliant I'ELA a une susceptibilité accrue aux CAMI
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1.3 Progression d'une population de volontaires sains a des

sujets ayant subi une ELA
D’'une part le lien entre ELA et les pathologies de l'dge adulte a déja été
clairement établi, d’autre part l'association entre la méthylation de I’ADN et la
réponse au stress a été démontrée chez des volontaires sains par I'étude Cold
Pressor.

De plus, il a également été démontré que I'ELA pourrait étre responsable de
modifications du profil de méthylation de I’ADN. Dans ce contexte, |'étude
EpiPath a été concue pour évaluer la réponse au stress et la susceptibilité aux
pathologies cardiovasculaires, mentales et du systéeme immunitaire dans une
population précédemment exposée a des facteurs de stress physique et /ou
psychologique au cours des premiéeres années de vie. La Figure 6 montre la facon
dont le projet EpiPath a été congu s’appuyant sur les données de la littérature et
les études précédemment conduites par le Groupe Psycholmmunologie.
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2 SECTION 2: ETUDE CoLD PRESSOR STUDY

1.1. Introduction

Le récepteur aux glucocorticoides est le principal composant de la réponse au
stress impliquant l'axe HPA et ainsi un médiateur possible d'une réponse
inappropriée a un stress. Le Cold Pressor Test (CPT) constitue un outil largement
utilisé en recherche clinique pour analyser la réponse au stress. L'axe HPA et le
GR en particulier est connu pour étre sensible a une variation de méthylation,
I'une des modifications épigénétiques les plus importantes (Weaver, IC et al
2007). Les phénomeénes épigénétiques constituent une modalité de transmission
de lI'information qui s’ajoute a l'information portée par la séquence d’ADN (Bird,
A 2007) en interagissant avec |I'environnement (Friso, S et al 2002). De plus, une
méthylation incorrecte ou non controlée pourrait induire un facteur de risque
pour l'apparition de pathologies liées au stress. De nombreuses études ont
suggéré que le polymorphisme du géne du GR (Wust, S et al 2004) pourrait avoir
un impact sur la réponse au stress impliquant I'axe HPA et pourrait contribuer a
une vulnérabilité individuelle et une altération de la réponse au stress. L'un des
mécanismes potentiels conduisant a des perturbations au niveau du GR est la
variation génétique du géne du GR (NR3C1).

Une forte corrélation a été retrouvée entre la méthylation des promoteurs 1F et
1H du GR et la méthylation globale de Ilot CpG et par conséquent suggere que
1F et 1H jouent un rdle majeur dans la régulation globale de la transcription du
GR (Cao-Lei, L et al 2013). Cette premiere étude a été conduite pour évaluer
I'association entre le niveau de méthylation du GR et la réponse physiologique au
stress. Par conséquent nous avons utilisé dans cette étude la méthylation des
promoteurs 1F et 1H comme un indicateur intermédiaire de la méthylation
globale du GR. Comme la méthylation de I'ADN est un phénomeéene global, il
n‘aurait pas été pertinent d’évaluer la méthylation selon un pourcentage. Une
variable binaire a été définie en divisant la population en deux suivant la
médiane de la somme de la méthylation de 1F et 1H. Il a été démontré
précédemment que méme si le GR est principalement exprimé au niveau de
I'hnippocampe, les PBMCs expriment également pratiquement la totalité des
premiers exons (y compris F et H) du promoteur du GR. Par conséquent, I’ADN
génomique a été extrait des PBMCs et le niveau de méthylation de I'’ADN a été
déterminé par pyroséquencage a partir d’ADN génomique bisulfité comme décrit
précédemment (Turner, JD et al 2008)(Alt, S.R 2010)(Cao-Lei, L et al 2013).
Une méthode de randomisation a été utilisée pour répartir les participants entre
le groupe test et le groupe contrble, assurant ainsi la comparabilité initiale des
deux groupes. La pression artérielle systolique et diastolique (PAS and PAD) et le
rythme cardiague (RC) ont été mesuré avant, pendant et aprés le CPT afin
d’évaluer la réponse au stress.
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2.1 Méthodologie

Dans cette étude académique interventionnelle, nous avons étudié le niveau de
méthylation des promoteurs 1F et 1H du GR afin de décrire le lien supposé entre
profil de méthylation et réponse au stress. Pour cela, nous avons analysé la
méthylation des promoteurs du GR issus de PBMCs, connue pour étre corrélée
avec la meéthylation du GR dans le cerveau. Dans cette étude les parameétres
cardiovasculaires mesurés avant, durant et aprés le test de stress ont été utilisés
pour estimer la réponse au stress. Cette étude a été menée sur des volontaires
sains qui ont été soumis au cold pressor test (CPT). L'étude CPT se rapproche
du principe de l'approche géne candidat, dans la mesure ou elle consiste a
présupposer l'implication du niveau de méthylation d’un gene dans un effet a
priori. L'étude a cherché a confirmer cette implication a posteriori.

2.1.1 Population de I’'étude

232 volontaires sains ont été recrutés par le Département de Psychobiologie de
I'Université de Treves (Allemagne) de fin 2011 / début 2012. Les critéres
d’éligibilité sont: origine caucasiennes, de 18 a 35 ans, de poids normal (Indice
de masse corporelle de 19-25). De plus, les critéres d’exclusions suivants ont été
utilisés : consommation tabagique supérieure a 5 cigarettes par jour, traitement
médicamenteux, sensibilité accrue au froid qu’elle soit objective ou subjective,
troubles circulatoires ou cardiovasculaires. Tous les participants ont donné leur
consentement éclairé. Le protocole de l'étude a été approuvé par le Comité
meédical Rhineland-Pfaltz (Allemagne).

2.1.2 Protocole du test de stress: cold pressor test” (CPT)

Le CPT constitue un outil classique largement utilisé (Marciano, C et al 2012)
(Domingues, R et al 2009)(Schwarbe, L et al 2008) pour évaluer la réactivité a
un facteur de stress physique. Les participants ont été répartis aléatoirement par
une randomisation 2:1 entre les deux groupes "test" (de 146 participants) ou
groupe "contrdle" (de 72 participants).

Le protocole de I'étude commence par une période de 10 minutes de repos
durant laquelle les parameétres a baseline ont été mesurés pour le rythme
cardiaque et la pression artérielle. Le CPT a consisté a demander aux participants
d'immerger leur main droite jusqu’au poignet inclus, durant 3 minutes, dans de
I'eau glacée (2-3°C) pour le groupe test ou dans de I'eau chaude (37° C) pour le
groupe contrdle. Le schéma récapitulatif de I'étude était le suivant:

Resting period Recovery period
unehca - | @ | 2 | ¢ [ s | s [ 7 | & [ o | 10 |
t=0 t=2,5 t=5 t=18 t=20

) ) t= 7,5 t= 105 t=12,5 t=14 t= 16
Time (min)

Figure 7: Schéma des différents temps de mesure de I'étude CPT
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2.1.3 Evaluation de la réponse au stress

La réponse au stress a été évaluée par les parametres cardiovasculaires
suivants: PAS, PAD et rythme cardiague. Ces variables ont été mesurées a
baseline, durant le CPT et durant la période de récupération. Ainsi au total nous
avons 10 instants de mesures ou time-points (3 mesures durant la période de
repos de 10 minutes avant le CPT, 0,5 et 2,5 minutes aprés le début du CPT et 3
mesures durant la période de récupération). Le rythme cardiaque et pression
artérielle ont été mesurés en utilisant le systeme Dinamap. Les variables
dépendantes sont les parametres cardiovasculaires suivants: PAS, PAD, pression
artérielle moyenne (PAM), RC. Avant le début et aprées la fin du CPT, il a été
demandé aux participants de quantifier leur niveau de stress, tension, éveil et
activité via des échelles visuelles analogiques graduées de 0 a 100 (en annexe
2).

2.1.4 Quantification de la méthylation

Une prise de sang a été réalisée avant le début du CPT afin d’isoler les PBMCs
utilisées pour la quantification de I’ADN. Dans cette étude, la méthylation de
I’ADN a été analysée selon une approche géne-spécifique. La méthylation de
I’ADN des deux promoteurs (1F et 1H) du géne NR3C1 codant le GR a été
mesurée par pyrosequencage a partir d’ADN génomique bisulfité comme décrit
précédemment (Turner, JD et al 2008)(Alt, SR et al 2010)(Cao-Lei, L 2013).
L'étape de pyrosequencage a été réalisée grace au PyroMark ID System (Qiagen)
incluant des contrbles positifs et négatifs. Les résultats ont été analysé en
évaluant le pourcentage de modification de I’ADN de chaque dinucléotide CpG
utilisant le logiciel Pyro Q-CpG.

2.1.5 Autres covariables mesurées

Une évaluation psychologique a été réalisée en utilisant la version allemande du
Structured Clinical Interview pour évaluer les éventuels troubles mentaux. La
somatisation et les troubles végétatifs somatoformes ont été évalués par les
systemes de classification suivants : la version allemande du Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders, fourth edition, text revision (DSM-IV-TR)
(Spitzer, M et al 2002) et ICD-10 CM Diagnosis Code. Les troubles somatoformes
ont été évalués grace a un auto-questionnaire appelé Screening for Somatoform
Symptoms (SOMS) (Rief, W et al 1997). 53 items évaluent l'ensemble des
symptdmes physiques pertinents pour le diagnostic des troubles somatoformes
selon DSM-IV (33 symptomes), et selon I'échelle ICD-10, pour le diagnostic des
troubles de la somatisation (14 symptdomes) et pour le diagnostic des troubles
végétatifs somatoformes (12 symptdémes). Le Complaint Index a été mesuré
comme le score total du questionnaire relatif aux troubles somatoformes.

Le niveau de stress chronique et de dépression ont été évalué par des
guestionnaires validés. Le stress chronique par |'échelle appelée Trier Inventory
for Chronic Stress (TICS). Ce questionnaire fournit des scores qui peuvent étre
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utilisés pour déterminer la fréguence des situations stressantes vécues au cours
de I'année passée. Une analyse en composantes principales a été menée sur 9
sous-scores de cette échelle: surcharge de travail, difficultés sociales, exigences
excessives, manque d’appréciation sociale, insatisfaction professionnelle,
tensions sociales, pression de succes, isolation sociale et inquiétude chronique.
Les réponses ont été évaluées sur une échelle de zéro a quatre (Schulz, P et al
1999).

Le questionnaire Beck Depression Inventory (BDI) comprenant 21 items et
fournissant un score total allant de 0 a 63 a été utilisé pour quantifier le niveau
de dépression (Beck, A et al, 1996). Chaque item est noté sur une échelle de 0
(correspondant a une absence de symptéme) a 3 (symptémes trés intenses).

Les facteurs de confusion généraux ont été évalués: la taille, le poids, la prise
d’un contraceptif oral, la consommation d’alcohol, les paramétres liés au sommeil
(qualité, durée, heure) et l'activité physique, qui représentent des facteurs
fréquemment liés aux données cardiovasculaires. Les données mesurées pour 6
variables : régularité des cycles, durée des cycles, derniére période menstruelle,
durée du sommeil et qualité du sommeil n‘ont pas été incluses dans I'analyse du
fait de leur taux élevé de données manquantes (45% a 57%).

2.1.6 Analyses statistiques et data management

La distribution de toutes les variables a été évaluée graphiquement par des
graphiques « kernel density plots » et numériguement par le test de Shapiro-
Wilk en complément de kurtosis et skewness. Les covariables dont la distribution
n’'était pas normale ont été normalisées pour une meilleure approximation a la
distribution normale. La formule utilisée pour la normalisation est la suivante : la
variable V a été remplacée par [V - moyenne(V)] / écart type (V). Les variables
continues ont été décrites par leur moyenne, écart type et étendue. Les
fréquences et pourcentages de participants dans chaque catégorie ont été
estimés pour les variables catégorielles. Dans I'analyse bivariée, la significativité
des facteurs de confusion a été évaluée par l'association avec le statut de
méthylation et le groupe : test/contrble en utilisant respectivement une
régression linéaire et une corrélation de Pearson, ou un test de x2. Toute variable
présentant une association dont la p-value était inférieure a 0.05 a été retenue
pour étre incluse en tant que covariable dans I'analyse multivariée principale : le
modele linéaire mixte.

Puisque les variables dépendantes (PAS et PAD) sont des mesures répétées, une
analyse de variance sur mesures répétées (ANOVA) a été réalisée en tant
gu’analyse préliminaire. Dans les cas ou le test Mauchly de sphéricité a montré
une hétérogénéité de covariance, une correction Greenhouse-Geisser a été
apportée.

De plus, une série de variables a été extraite de mesures répétées incluant
l'augmentation moyenne de PAS et PAD (de la PA moyenne au cours de la
période de repos initiale au pic de PA au cours du CPT) et la diminution moyenne
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(du pic de PA a la moyenne de la PA durant la période de récupération). Celles-ci
sont nommeées par exemple: “PAS Peak”, “PAS increase” et “PAS decrease”. La
cohérence interne des échelles TICS et BDI a été validée dans la population de
I’étude. Le coefficient de Cronbach et les intervalles de confiance correspondants
ont été estimés par la méthode du bootstrap.

Par la suite un modeéle linéaire mixte pour mesures répétées a été élaboré
(Linear Mixed Effects functions du logiciel R). Les variables dépendantes étant
des données longitudinales (mesures répétés chez les mémes individus), les
observations d’un méme participant sont corrélées. Une structure de corrélation
doit étre appliquée ainsi qu’un effet aléatoire représentant la variabilité intra-
sujet (corrélation entre les différentes mesures d’'un méme sujet) (Beck, A
1988). Les effets fixes comprennent en particulier le temps de la mesure ainsi
que de nombreuses covariables. Une méthode d’ajustement par
rééchantillonnage a été utilisée pour tenir compte du risque de faux positifs lors
de l'utilisation de multiples hypothéses tel que recommandé par Chunyan et al.
2010 (Chunyan, L et al 2010).

Toutes ces analyses ont été réalisées avec le logiciel R, version 3.0.1 (du
16/05/2013). Le seuil de 0.05 a été retenu pour affirmer qu’une différence était
statistiguement significative aprés la correction appropriée (ajustement de
Greenhouse-Geisser qui vise a se réduire le risque d'accepter a tort une
interaction comme étant statistiquement significative).

Une analyse statistique classique a été conduite. Les caractéristiques a l'inclusion
ne présentaient pas de difference significative. Une augmentation de PAS
significativement supérieure a été retrouvée dans le groupe CPT en comparaison
au groupe controle avec un effet significatif des covariables "niveau d’éveil",
"modification de la tension aprés le CPT" et "incomfort'. Une association entre
PAS, PAD et le groupe de méthylation a été testée dans une approche
exploratoire utilisant une analyse de variance a mesures répétées puis un modele
mixte.

2.2 Résultats

2.2.1 Caractéristiques de la population de I'étude a baseline

232 participants ont été inclus dans |'étude. Les participants pour lesquels
aucune donnée de méthylation (4 sujets) ou aucune donnée cardiovasculaire
n’était disponible (11 sujets), ont été exclus de I'analyse. Au total 14 participants
(6%) ont été exclus. Comme décrit dans le diagramme de I'étude (Annexe 3) et
dans le tableau 1 ci-dessous, 218 participants ont été inclus dans I'analyse.
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Tableau I : Caractéristiques de la population, données exprimées par leurs moyennes

Hommes n | Femmes n | Population analysée
Variables (%) (%) (%)
N 104 (47.71) | 114 (52.29) | 218 (100)
CPT 69 (66.34) 77 (67.54) 146 (66.97)
Groupe Controle 35 (33.66) 37 (32.46) 72 (33.03)

Les caractéristiques a baseline des participants sont regroupées dans le tableau
ci-dessous.

Tableau II : caractéristiques a baseline, moyenne, sd et p value des t-test pour les
variables quantitatives et effectifs et pourcentages et p value des tests de Pearson's Chi-
squared pour la comparaison des variables catégorielles entre le groupe CPT et le groupe
controdle

Normal | Groupe Groupe Population |p
range CPT controle globale value
N 147 71 218
Caractéristiques sociodémographiques
Sexe, male (n, %) 70 35 105 0.736
(47.62%) (49.29%) (48.16%)
IMC [18.5;30] | 22.1 + 225x24 22223 0.243
2.3

Troubles somatoformes

Somatisation

Somatisation  index | [0-20] 3.4 + 3432 34x36 0.979
(SI) DSM 1V 3.76
Somatisation  index | [0-20] 2.0 + 22x25 21*x24 0.708
(SI) ICD 10 2.30
Somatisation 14 6 (8.45%) 20 (9.17%) 0.998
disorders diagnosed (9.52%)
(n, %)

Troubles végétatifs somatoformes (SAD)
SAD index [0-20] 1.7x23 19*x21 1.8x2.2 0.509
SAD diagnosis (n, %) 46 22 68 (31.19%) | 0.986

(31.29%) (30.98%)

Total score SOMS (BI | [0-72] 54+6.1 55+*56 54509 0.935
Soma)

Autoévaluation (échelles visuelles analogiques)

Eveil [0-100] 20.1 + 23.2 + 23.8+ 19.5 0.769
19.3 20.1

Stress [0-100] 25.2 + 224 + 24.3*21.6 0.379
21.8 21.3

Anxiété [0-100] 12.1 += 7.6=*95 10.6 = 14.1 | 0.010
15.6

Tension [0-100] 17.8 + 17652 17.7*4.9 0.803
4.8

Activité [0-100] 26.3 + 27.6*+6.1 26.7*+6.4 0.153
6.5

Inconfort [0-100] 67.7 += 45=+15.2 47.1 +36.9 <
24.6 0.001
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Dépression

BDI score |[0-63] |6.1+53 55+45 6.0+5.1 | 0.438
Stress chronique (sous-score de I'échelle TICS)

Work Overload [0-32] 82x+x24 80x24 8.1x+24 0.667
Social Overload [0-24] 6.5+27 6.7x26 6.6 2.7 0.638
Excessive Demands [0-24] 58+23 6120 59+22 0.343
Lack of social | [0-16] 6.3+x22 65x22 6.4 22 0.492
appreciation

Dissatisfaction at | [0-32] 6.6+23 6.5x24 6.5+ 23 0.713
work

Social Tensions [0-24] 6022 64x21 6.2 22 0.216
Pressure of success [0-36] 7.6+x22 7519 76x21 0.976
Social Isolation [0-24] 6.8+24 6.8x28 6.8+ 25 0.939
Chronic worrying [0-16] 7.5+26 7.6+x25 75+25 0.957

Des scores sur |I'échelle Beck Depression Index (BDI scores 10-18) ont montré
une dépression légére pour 22 participants et une dépression modérée a sévere
pour 4 participants (BDI scores >18). Selon les recommandation cliniques pour
le diagnostic de I'obésité (L., and Blood Institute (NHLBI) 2000), 2 sujets étaient
classés obeses (BMI>30) et 24 étaient en surpoids (BMI: 25.0-29.9). lIs sont
distribués de facon équilibrée entre les deux groupes.

D'un point de vue général, aucune différence significative n'a été
retrouvée a baseline entre le groupe CPT et le groupe controle, excepté
I'anxiété et inconfort qui étaient liés a I'anticipation du test de stress. Ainsi les
deux groupes sont équilibrés et la comparabilité a l'inclusion est bien vérifiée.

2.2.2 Analyse des données de méthylation

La méthylation de I'ADN est un phénoméne global. Ainsi il a été évalué dans
cette étude comme la somme de la méthylation des promoteurs 1F et 1H du
gene du GR. La méme approche a été utilisée précédemment pour de
nombreuses études. Neéanmoins, cette étude est la premiere a notre
connaissance a avoir mesuré le niveau de méthylation de ces promoteurs dans
une cohorte. Par conséquent, nous avons analysé la distribution des variables
graphiguement par des histogrammes (Figure 7) et kernel density plots, qui
constituent en général un moyen plus efficace d’estimer la distribution d’une

variable que les histogrammes (Figure 8).
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Figure 9: histogrammes de la variable Figure 8: Kernel density plots of 1F, 1H et
méthylation de 1F, 1H et somme de 1F et 1H. somme de F et 1H

Ni la méthylation de 1F ni 1H ni la somme de 1F et 1H ne suivaient une
distribution normale selon les représentations graphiques. Les tests de normalité
Shapiro-Wilks et Kolmogorov-Smirnov étaient significatifs pour ces trois variables
(p<0.001) indiguant leurs distributions s’écartent de la normalité de facon
significative. Néanmoins il convient d’évaluer avec précaution les résultats de ces
deux tests, en particulier lorsque la taille de la population est importante, comme
c’est le cas ici.

Puisqu’aucune des transformations des variables mesurant la méthylation n’a
permis d’aboutir a une distribution normale, la méthylation a été traité en tant
que variable binaire, sur la base d’une répartition selon la médiane.

Les sous-groupes de meéthylation qui en résultent étaient équilibrés selon le
genre comme le montre le tableau ci-apres.

Tableau III: répartition selon le sexe par groupe de méthylation et par groupe de
randomisation

Hommes n | Femmes n | Population totale n
(%) (%) (%)
Méthylation faible | 60 (56.07) 47 (43.93) 107 (49.08)
Groupe test 42 31 73
Groupe contréole | 18 16 34
Méthylation 111 (50.92)
élevée 44 (39.64) 67 (60.36)
Groupe test 27 31 73
Groupe contréole | 17 21 38

De plus, la comparabilité des groupes de méthylation faible et méthylation élevée

a baseline a été testée par des t-tests et ANOVA a un facteur. Aucune
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différence significative n’a été montrée entre les sous-groupes de

méthylation (tableau 4).

Tableau 1V: Différences a baseline, au niveau des évaluations subjectives selon les

groupes de méthylation

Moyenne dans la|p value de la différence
population globale | entre les sous-groupes de
+ sd meéthylation
Stress
Avant le CPT 24.36 £ 21.63 0.146
Aprés le CPT 28.04 £ 25.62 0.103
Eveil
Avant le CPT 23.87 £ 19.53 0.513
Aprés le CPT 31.70 + 25.44 0.188
Anxiéteé
Avant le CPT 10.59 = 14.05 0.518
Aprés le CPT 11.62 + 15.06 0.674
Activité
Avant le CPT 26.78 + 6.38 0.511
Aprés le CPT 28.70 + 5.62 0.674
Tension
Avant le CPT 17.72 + 4.93 0.635
Apreés le CPT 19.34 + 5.56 0.748

L’ANOVA simple menée dans les deux sous-groupes de méthylation a baseline
n‘a montré aucun effet significatif des variables stress, éveil, tension, nervosité
et activité. Des résultats similaires ont été obtenus dans les deux groupes CPT et
controle.

2.2.3 Effet du CPT (Réponse au stress)

L’'analyse de variance simple des différences selon les groupes a montré une
comparabilité des groupes a baseline. Par conséquent les modifications de ces
variables au cours du temps peuvent vraisemblablement étre interprétées en lien
avec l'intervention (test de stress). A baseline, aucune différence significative n'a
été retrouvée entre les deux groupes en ce qui concerne la moyenne des PAS et
PAD ni RC, comme résumé dans le tableau 5.
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Tableau V: pression artérielle a baseline (PAS and PAD) et rythme cardiaque (HR) dans
les deux groupes CPT et contréle (means * sd) (t.tests)

Groupe test Groupe Population p value de Ia

controle totale différence entre
groupe CPT et
groupe contrdle

PAS 112.90 + 10.82 114.24 #+ 10.57 113.35 + 10.74 | 0.385

PAD 65.22 + 6.86 65.43 + 6.78 65.29 + 6.81 0.829

RC 70.08 = 9.75 69.49 #+11.42 69.89 +10.30 |0.716

Le time point 4 correspond au début du CPT. Comme il a été précédemment
montré (Leserman 1998), l’‘évolution de la pression artérielle systolique et
diastoliqgue au cours du temps refléte clairement la réponse au stress induite par
le CPT dans les deux groupes de randomisation. La figure 10 montre que
'augmentation de PAS aprés le début du test de stress est beaucoup plus
importante dans le groupe test (CPT) que dans le groupe controle.
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Figure 10: lineplots avec intervalle de confiance a 95% de I’évolution de la PAS (gauche)
et PAD (droite) par groupe (CPT en rouge et groupe controdle en bleu).

Pour évaluer l'effet du CPT, 'augmentation moyenne et la diminution moyenne
de la PAS et de la PAD ont été calculées pour chaque participant, par la
différence entre le maximum de PAS ou PAD durant le CPT (time point 6) et la
moyenne a baseline (time points 2, 3 et 4) ou durant la période de récupération
(time points 7, 8 et 9). Comme attendu, nous avons trouvé une augmentation
significative (17.72 = 14.39 mm Hg) de PAS comparée a la PAS moyenne a
baseline (p<0.0001). Cette augmentation est beaucoup plus importante dans le
groupe test (24. 16 £ 14.35mm Hg) que dans le groupe contrble (4.74 + 8.52
mm Hg). 2 outliers ont été identifiés (en utilisant le test chisqg.out.test du
package outlier) et n‘ont pas été inclus dans I'analyse de PAS et un outlier pour
la PAD.

Ces résultats sont cohérents avec les données de la littérature méme si
l'augmentation est Iégérement plus élevée pour PAS que le valeur supérieur du
range qui est de 22 mm Hg pour PAS et 18 pour PAD (Kunrath, J 2013).
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Tableau VI: oscillations moyennes de PAS et PAD entre les périodes de repos et la
période de stress d’'une part et entre la période de stress et la période de récupération
d'autre part. L'augmentation a été évaluée par la différence entre CPT (time point 6) et
baseline (moyenne des time points 2,3,4). La diminution fait référence a la différence
entre la PA de la période de récupération (moyenne des time points 7,8,9) et le CPT

(time point 6).

Groupe CPT Groupe controle | Population totale
Mean, sd p Mean, sd | p Mean, sd p
value value value
Augmentation de | 24.16 + | <0.00 [4.74 =+=|<0.00 |17.72 + | <0.00
PAS 14.35 01 8.52 01 14.39 01
Diminution de | 21.87 + | <0.00 [4.86 =+ |<0.00 |16.21 + | <0.00
PAS: apreés le CPT | 13.61 01 7.77 01 13.07 01
vs PAS6
Augmentation de | 15.88 + [ <0.00 |1.07 == |<0.00 |10.99 + | <0.00
PAD: PAD6 vs|10.12 01 8.79 01 11.94 01
baseline
Diminution de | 15.17 + | <0.00 |1.48 + | <0.00 |10.65 + | <0.00
PAD: apres le CPT | 8.93 01 8.94 01 11.00 01
vs PAD6

De plus, les niveaux de PAS sont significativement plus élevés chez les hommes
que chez les femmes a baseline, durant le CPT et au cours de la période de
récupération comme précédemment montré dans la Figure 11. Néanmoins,
I’évolution semble étre paralléle chez les hommes et les femmes au cours du
temps, suggérant I'absence de tout effet genre sur la réponse au stress mesurée

par la PAS.
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Figure 11: lineplots avec intervalles de confiance a 95% de I’évolution au cours du temps
de la PAS et PAD par genre et dans la population totale (groupe CPT et groupe controle)

De facon similaire, il y a une différence claire dans la réponse au stress mesureée
par la PAS dans chaque sous-groupe, comme le montre la Figure 12.
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Figure 12: lineplots de I'évolution de PAS avec intervalle de confiance a 95% dans le
groupe CPT et le groupe controéle par genre

Comme le confirme la Figure 13, le CPT induit un stress illustré par une
augmentation de PAS et de PAD qui a été naturellement beaucoup plus élevé
dans le groupe test que dans le groupe contrdle. On peut constater dans les deux
groupes, CPT et controle, que lI'augmentation de PAS est plus élevée dans le
sous-groupe a faible méthylation. Cela suggére une corrélation négative entre le
niveau de méthylation et la réponse au stress basée sur la PAS. Cette tendance
semble également se confirmer par I'augmentation de PAD méme si celle-ci n‘a
pas atteint le niveau de significativité
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Figure 13: diagramme en batons de I'augmentation de PAS et PAD par groupe de
randomisation et par sous-groupe de méthylation avec intervalle de confiance a 95%

De plus, une augmentation significative du rythme cardiaque a été observée (p=
0.006) entre le groupe CPT et le groupe contrdle. Par contre, aucune différence
significative n‘a été trouvée pour le rythme cardiaque entre les deux sous-
groupes de méthylation.

= Analyse de covariable

o Analyse des évaluations subjectives

Parmi les 5 mesures utilisant les échelles visuelles analogiques avant et apres le
CPT, quatre ont montré une augmentation moyenne significative apres le CPT
comparé a baseline: stress (p=0.023), éveil (p<0.001), activité (p<0.001) et
tension (p=0.0014) dans la population totale. Dans le groupe CPT, une
augmentation significative a été observée pour 5 échelles comme décrit dans le
tableau 7.

Tableau VII: scores des échelles subjectives dans le groupe test (paired t- tests)

Echelles Avant le CPT | AprésleCPT |p value de Ila
Mean % sd Mean * sd différence avant
vs apres le CPT
Stress 25.21 + | 35.73 + | 0.023
21.85 25.65
Eveil 24.12 + | 39.96 + | < 0.001
19.37 25.02
Anxiété 12.05 + | 14.46 + | < 0.01
15.65 16.29
Activité 26.37 £6.49 | 29.22 =5.49 | < 0.001
Tension 17.77 £4.82 | 20.80 +5.49 | <0.01

Comme précédemment mentionné dans la section 2.2.1, les évaluations
subjectives a baseline étaient comparables entre les deux groupes de
meéthylation. Comme attendu, la comparaison des participants des groupes

42



contrdle et CPT montre une augmentation significative de tous les scores de ces
échelles comparé a baseline. Aucune différence significative n‘a été observée ni
par genre, ni par groupe de méthylation, suggérant I'absence d’interaction du
genre et du niveau de méthylation avec le stress, I'éveil, I'anxiété, 'activité et la
tension.

Tableau VIII: Changement dans les scores des échelles subjectives aprés versus avant le
CPT

Différence selon le Différence selon le Différence selon le
genre groupe de groupe de méthylation
p values randomisation p values
p values
Stress 0.501 < 0.001 0.660
Eveil 0.283 < 0.001 0.381
Anxiété 0.057 0.0032 0.786
Activité 0.935 < 0.001 0.739
Tension 0.998 < 0.001 0.916

o Analyse de la dépression et stress chronique
- Evaluation du stress chronique: validation de [échelle TICS dans la
population de cette étude

En utilisant les données de I'étude, cette échelle a été validée graphiquement par
une représentation de la matrice de corrélation, le diagramme des valeurs
propres et numériguement en utilisant le coefficient de Cronbach. La
représentation graphique de la matrice de corrélation (Figure 14) permet
d’évaluer la corrélation entre les items. Ici on a observé que certains items de
I’échelle TICS semblent corrélés les uns avec les autres, ce qui est cohérent avec
un lien potentiel entre les différents facteurs de stress chroniques évalués. Cela

Figure 14: représentation graphique d’une matrice de corrélation entre les items de
I’échelle TICS

La représentation graphique des valeurs propres a été utilisée pour déterminer la
structure dimensionnelle de ce jeu de variables. La représentation des valeurs
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propres confirmée par le scree plot (Figure 15) a clairement montré que quatre
dimensions émergent.

Scree Plot

Figure 15: valeurs propres d’'une matrice de corrélation

Une analyse en maximum de vraisemblance sur une matrice de covariance a été
menée pour identifier les variables latentes. Ces variables pourraient expliquer la
variabilité en regroupant la variance partagée entre certaines covariables. Cette
analyse a confirmé que 4 dimensions peuvent étre identifiées dans cette échelle.
Ce nombre de dimensions n’est pas cohérent avec les 9 sous-scores évalués
dans cette étude. C'est pourquoi la méme analyse a été conduite respectivement
sur les items de chaque sous-échelle. Ces sous-échelles sont unidimensionnelles.
Aucun de ces items n‘a été fortement corrélé et l'analyse factorielle n‘a pas
montré de dimension dominante dans la sous-échelle. Par conséquent, seuls les
sous-scores ont été inclus dans les analyses suivantes. La cohérence interne de
I'échelle TICS a été mesuré par le coefficient a de Cronbach et son intervalle de
confiance estimé par bootstrap: 0.88; 95% CI [0.87;0.91] (utilisant la fonction
cronbach du package "psy”). Pour un questionnaire, il est généralement admis
qu’un coefficient supérieur a 0.7 est acceptable (Bernstein, N.a 1994). Ainsi la
cohérence interne de I'échelle TICS indique une bonne robustesse.

- Validation de I’échelle Beck Depression Inventory (BDI)

Le BDI, qui est I'une des échelles de dépression les plus utilisées, a été choisi
pour évaluer le niveau de dépression potentiel et la sévérité de la dépression des
participants. Le nombre de données manquantes non aléatoirement,
relativement élevé, est di a un amendement au protocole durant |'étude qui a
conduit a lI'ajout du questionnaire BDI. Ainsi le score de BDI n’est pas disponible
pour les 55 premiers patients inclus. Aucune donnée aberrante n’a été identifiée.
La distribution du score global BDI est présentée dans le tableau ci-dessous:

Tableau IX : distribution du score global BDI
Median | Mean Min Max. Sd

5 6.11 0 26 5.15

Selon les valeurs seuils suivantes issues de Beck et al., (Beck, A 1988), une
dépression légere (BDI de 10 a 18) a été retrouvée chez 25 sujets (16.7% de la
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population évaluée) et une dépression modérée (score de 19 a 29) chez 4 sujets.
Aucune dépression sévere n'a été retrouvée dans la population (30-63). Par
conséquent, la population peut effectivement étre considérée comme une
population de volontaires sains. Le diagramme des valeurs propres (Figure 16)
confirme I'hypothése d’unidimensionnalité de I'échelle.

Scree Plot

5 10 15 20

Dimension

Figure 16 : diagramme des valeurs propres de la matrice de corrélation

Le coefficient de Cronbach est de 0.83 avec un intervalle de confiance de
[0.77;0.86]. Ainsi on estime que la cohérence interne de I'échelle BDI est bonne.

2.2.4 Analyse bivariée
Une représentation sphérique de la matrice de corrélation a été réalisée afin de
rechercher les corrélations éventuelles entre les covariables. Une colinéarité, ou
corrélation excessive, parmi les variables explicatives pourrait perturber Ila
définition d’un jeu optimal de variables explicatives pour le modele, augmentant
ainsi la variance des coefficients de régression. En effet, plus la variance est
élevée, plus l'interprétation des coefficients est difficile. Par conséquent, la multi-
colinéarité a été évaluée numériquement en utilisation le facteur d’inflation de la
variance (VIF) et graphiqguement par des scatterplots. Un coefficient de
corrélation r supérieur a 0.8 associé a une p value < 0.05 est considéré comme
indiquant une colinéarité significative. Nous avons trouvé que les variables :
- inconfort (discomfort) et intensité (intensity) d’une part et
- Somatisation Index (SI DSM-IV and Sl ICD-10) mesuré par les systemes
de classification DSM-1V et ICD 10, et Somatoform autonomic dysfunction
(SAD) et le complaint index (Bl Soma) d’autre part sont fortement et
significativement corrélées comme |I'ont montré les scatterplots suivants.
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Figure 17: scatterplot des corrélations entre les covariables issues des échelles
d’évaluation subjective
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Figure 18: scatterplot de I'index de somatisation (SI DSM-IV et SI ICD-10) évalué via les
systémes de classification DSM-IV et ICD 10, Somatoform autonomic dysfunction (SAD)
et complaint index (BI Soma)

L'analyse en composantes principales (ACP) focalisée confirme la corrélation
entre le complaint index (Bl Soma) et I'index de somatisation (SI ICD 10 et SlI
DSM 1V)
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Figure 19: ACP focalisé des troubles somatoformes : la variable VP.SI_ICD_10
correspond a l'index de somatisation dans le systéme de classification ICD10, la variable
VP.SAD_ICD_10 correspond a Somatoform Autonomic Dysfunction, la variable
VP.BI_Soma au complaint index et la variable VP.SI_DSM_1V a l'index de somatisation
dans le systéme de classification DSM 1V.

De plus, le VIF a été utilisé pour identifier la multico-linearité parmi les variables
explicatives. Les valeurs de VIF supérieures a 5 sont considérées comme preuve
de multi-colinearité. Nous avons trouvé un probléme de multi-colinearité pour les
covariables suivantes: tension, intensité, inconfort, SAD, Bl Soma, SI DSM 1V, SI
ICD 10.

L'approche qui a été utilisée pour réduire la multi-colinearité est |'analyse en
composantes principales: les fonctions princomp et principal du package psych et
varimax rotation. La méthode de régression a permis de réduire le nombre de
prédicteurs a un plus petit jeu de composants non corrélés. Parmi les prédicteurs
fortement corrélés: tension, intensité et inconfort, la proportion de variance
expliquée par la variable inconfort était de 95%. Parmi les 4 autres prédicteurs
fortement corrélés: SAD, SI mesuré selon différents systéemes de classification et
le complaint index (Bl Soma), I'analyse en ACP a montré que le complaint index
expligue 99% de la variance. Par conséquent, ces deux covariables,
complaint index et inconfort, ont été incluses dans l'analyse bivariée,
puis dans |'analyse multivariée (si une corrélation avec les variables
dépendantes a émergé de |'analyse bivariée).

Les tests de corrélation et t-tests réalisés sur I'augmentation, la diminution et le
pic de PAS nous ont conduit a retenir, pour le modéle multivarié, les covariables
qui ont montréune corrélation significative ou au t-test p < 0.05 ou test de
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corrélation r >0.3. L'homogénéité des variances dans les deux groupes a été
testée par un test de Levene pour chaque comparaison, afin de sélectionner

I'option correspondante

pour le t-test.

Tableau X: coefficients de corrélation de Pearson et p-values des t-tests et tests de

corrélation

Augmentation Diminution de | PIC de PAS
de PAS PAS
r p value r p value r p value
Groupe de < 2.2e-16 < 2.2e-16 2.27e-15
randomisation
Groupe de méthylation 0.008
Sexe 3.86e-07
Eveil aprées le CPT 0.40 |1.37e-09 [0.43 |3.25e-11
Modification de I'éveil 0.43 | 2.89e-11 0.46 | 7.97e-13 0.3 | 9.28e-06
Modification de la|0.31 | 2.23e-06 0.34 | 2.63e-07
tension
Modification de | 0.51 |1.11e-15 0.51 | 8.88e-16 0.3 | 1.06e-07
l'inconfort 5
Stress apres le CPT 0.33 | 8.48e-07
Modification du stress 0.36 | 9.07e-08

Les covariables suivantes devraient étre incluses: groupe de randomisation,
groupe de méthylation, sexe, éveil aprés le CPT, modification de I'éveil,
modification de la tension, modification de l'inconfort, stress aprés le CPT et
modification du stress. Les covariables stress et éveil, respectivement mesurées
apres le CPT et mesurés comme modification comparé a baseline sont fortement
corrélés. Seules les modifications les plus pertinentes ont été utilisées dans
I'analyse multivariée. Il y a une corrélation significative négative entre PAS et la
somme de méthylation de 1F et 1H (r= -0,26, p= 0.0014) comme l’illustre la
Figure 20. La corrélation entre PAD et la somme de méthylation est plus faible et
non significative (r= -0.12 ; p= 0.145). C’est pourquoi nous nous sommes
intéressés uniguement a la variable PAS dans les analyses suivantes.
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Figure 20: corrélation entre PAS (gauche) et PAD (droite) et le niveau de méthylation
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2.2.5 Analyse multivariée:

Les variables dépendantes "réponse"” PAS et PAD ont été mesurées de facon
répétée au cours du temps pour savoir si leur augmentation de la période de
repos initiale jusqu’a leur valeur maximale durant le CPT était associée a d’autres
covariables, en particulier au groupe de méthylation.

Une ANOVA de type | a été réalisée respectivement pour l‘augmentation
(Tableau 10) et la diminution (Tableau 11) de PAS en tant que variable
dépendante et groupe de méthylation, groupe de randomisation, sexe, stress,
éveil, modification de la tension et inconfort en tant que covariables.
L’'augmentation et la diminution de PAS sont significativement différentes selon
ces covariables comme l'illustre le tableau ci-apres.
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Tableau XI: ANOVA de l'augmentation de la PAS de la période de repos initiale

(baseline) au pic durant le CPT.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr (=F)
Groupe de méthylation 1 6542 6542 45.107 2.52E-11
Groupe de randomisation 1 147710 147710 1018.45 | < 2e-16
Sexe 1 5130 5130 35.369 3.29e-09
Stress 1 661 661 4.559 0.003
Eveil 1 16516 16516 113.812 | < 2e-16
Tension 1 956 956 6.589 0.0103
inconfort 1 610 610 4.203 0.0404
groupe de méthylation: groupe |1 1517 1517 10.454 0.0038
randomisation
groupe de méthylation: éveil 1 509 509 3.508 0.0612
test groupe: éveil 1 1800 1800 12.411 0.0004
groupe de méthylation:test groupe: | 1 967 967 6.666 0.00989
éveil
Résidus 1732 251199 145
Tableau XII: ANOVA de la diminution de PAS du pic atteint durant le CPT a la valeur
moyenne au cours de la période de récupération

Df Sum Sq Mean Sq | F value | Pr (=F)
Groupe de méthylation 1 2316 2316 18.64 1.65E-05
Groupe de randomisation 1 147246 147246 1185.16 | < 2e-16
Sexe 1 3921 3921 31.56 2.18E-08
Stress 1 8294 8294 66.76 5.19E-16
Eveil 1 12641 12641 101.74 | < 2e-16
Tension 1 1018 1018 8.19 0.004
Inconfort 1 609 609 4.90 0.027
groupe de méthylation: groupe
randomisation 1 24 24 0.19 0.658
groupe de méthylation:sexe 1 1071 1071 8.62 0.003
groupe de randomisation: sexe 1 864 864 6.95 0.008
Groupe de méthylation:groupe de
randomisation:patient: sexe 1 908 908 7.31 0.007
Résidus 2148 | 266869 124

= Analyse de variance sur mesures répétées (RM ANOVA)
Sur la base d’une étude réalisée précédemment (Wierda, R.J 2010) nous avons
utilisé une analyse de variance de type | sur mesures répétées pour PAS, PAD et
RC. Dans ce type d’analyse, les variables : groupe de randomisation, sexe,
modification des évaluations subjectives ont été incluses comme facteurs inter-
sujets. Nous avons ajouté un effet temps de mesure et un effet sujet comme
facteurs aléatoires (terme d’erreur) pour prendre en compte la variabilité intra-

sujet.

Ce design permet de diminuer la variation due aux différences entre les sujets
inclus dans les deux groupes. L'hypothese de sphéricité requise pour réaliser ce
test a été vérifiée par le test de Mauchly, test qui fait I'hypothése de I’'égalité des
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variances entre les différentes conditions. La sphéricité fait référence a
I’'homogénéité des variances des différences entre les niveaux des mesures
répétées. Puisque les données ne vérifiaient pas I'hypothése de sphéricité (p
value < 0.05), une correction a été appliquée sous forme d’un ajustement du
nombre de degrés de liberté. Par ailleurs, le coefficient epsilon était inférieur a
0.75 donc l'ajustement de Greenhouse-Geisser a été utilisé. Les tests post-hoc
TukeyHSD (Tukey Honest Significant Differences) du package base ont été
utilisés pour ajuster le niveau de significativité pour controler I'erreur de type I.

L'effet principal significatif du temps (F=5.371; p=0.0205) et du groupe de
randomisation (F=6.687 ; p=0.0097) et l'interaction significative temps x groupe
(F=4.613 ; p=0.0318) a montré clairement que l'augmentation de PAS a été
significativement plus élevée dans le groupe CPT que dans le groupe controle.
L'effet principal du groupe de méthylation a été également significatif tout
comme l'interaction méthylation groupe x groupe de randomisation.

Tableau XIII: anova sur mesures répétées pour PAS; p values sont ajustées aprés test
post hoc Tukey

Df Sum Sg Mean Sqg F value Pr(=F)
Groupe de méthylation 1 5291 5291 31.225 < 0.001
Temps 1 910 910 5.371 0.0205
Groupe de randomisation 1 1133 1133 6.687 0.0097
Sexe 1 40669 40669 240.003 < 0.001
Stress 1 3 3 0.018 0.8941
Eveil 1 2252 2252 13.291 0.0002
Tension 1 1175 1175 6.932 0.008
Inconfort 1 1943 1943 11.466 0.0007
Groupe de méthylation:temps 1 44 44 0.261 0.6092
Groupe de méthylation:groupe de
randomisation 1 786 786 4.636 0.0314
temps: groupe de randomisation 1 782 782 4.613 0.0318
Groupe de méthylation:temps:
groupe de randomisation 1 69 69 0.408 0.5230

Comme attendu, des résultats similaires ont été observés pour la PAD. L'effet
principal du groupe de randomisation et du groupe de méthylation étaient aussi
significatifs (p<0.001). Néanmoins, ni l|'effet principal du temps (F=0.019;
p=0.89) ni l'interaction temps x groupe (p=0.07) n'était significatifs.
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Tableau XIV: anova sur mesures répétées pour PAD, p values ajustées aprés test post
hoc de Tukey

Df Sum Sqg Mean Sq F value Pr(=F)

Groupe de méthylation 1 2564 2564.3 29.342 < 0.001
Temps 1 2 1.7 0.019 0.8906
Groupe de randomisation 1 3100 3100.4 35.476 < 0.001
Sexe 1 334 334.0 3.822 0.0507
Stress 1 45 44.8 0.513 0.4740
Eveil 1 952 952.4 10.897 0.0009
Tension 1 39 39.0 0.447 0.5039
Inconfort 1 1140 1140.0 13.045 0.0003
Groupe de méthylation:temps 1 7 7.5 0.085 0.7702
Groupe de méthylation: groupe de

randomisation 1 6 6.3 0.072 0.7881
temps:groupe de randomisation 1 278 278.1 3.183 0.0745
Groupe de méthylation

:temps:groupe de randomisation 1 100 100.3 1.148 0.2841

L'inconvénient de l'analyse de variance sur les mesures répétées est la perte
d'information. En effet, elle compare uniquement les moyennes des valeurs
répétées, conduisant a une perte de puissance importante étant donné que la
forme du profil des mesures répétées n’est pas prise en compte.

= Modeéle linéaire a effets mixtes

Un modeéle linéaire a effets mixtes a été utilisé pour analyser si la méthylation de
I’ADN a un effet sur la réponse au stress. Cette approche est une facon de
prendre en compte la variabilité intra-sujet. La PAS, variable dépendante
mesurée, est une variable continue. Par conséquent, |I'analyse principale a reposé
sur un modéle de régression linéaire (fonction Ime du package nlme) avec des
effets mixtes. Ce modele a été ajusté pour prendre en considération l'influence
potentielle des covariables: genre, stress, éveil, tension, inconfort et temps de
mesure (facteur de mesures répétées). Toutes ces covariables ont été incluses
en tant qu’effets fixes, comme facteurs de variabilité inter-sujets. De plus, un
effet sujet a été inclus comme effet aléatoire. Puisque les groupes de
randomisation ne constituent pas des échantillons aléatoires issus d’une
population a laquelle on souhaiterait généraliser les résultats, la variable "groupe
de randomisation" a été incluse parmi les effets fixes.

Les interactions potentielles entre les variables "groupe de randomisation" et
"temps" d'une part et "groupe de méthylation" et "temps" d’autre part, ont été
évaluées, mais aucune n’était significative.

La sélection du modele a été menée sur la base de l'estimation du maximum de
vraisemblance. Une matrice auto-regressive a été choisie pour la structure de
covariance des résidus.
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Les résultats du modeéle linéaire mixte ajusté par le maximum de vraisemblance
restreint (option REML) confirment le fait que le niveau de méthylation a un
effet significatif sur I'évolution de la PAS au cours du temps dans le cadre de ce
test de stress (Tableau 15).

Tableau XV: Résultats du modéle mixte pour la variable dépendante PAS

Value Std.Error DF t-value p-value
(Intercept) 114.1536  1.700865 1864 67.11506 0
Groupe de méthylation
élevé -2.36213 1.344495 199 -1.75689 0.0083
Temps -0.37507 0.099813 1864 -3.75776 0.0002
Eveil -0.05214  0.037367 199 -1.3954 0.0761
stress 0.02848 0.035385 199 0.80475 0.3964
Groupe randomisation :
CPT 2.31255 1.652336 199 1.39957 0.2042

Pour la PAD, un effet significatif du niveau de méthylation a également été

observé.

Tableau XVI: résultats du modéle mixte pour variable dépendante PAD

Value Std.Error DF t-value p-value
(Intercept) 67.57217 1.066646 1864 63.35014 0
Groupe de méthylation
élevé -2.22491 0.942233 200 -2.36131 0.0192
Temps -0.08529 0.068024 1864 -1.25386 0.2101
Eveil -0.03184 0.026461 200 -1.20343 0.2302
stress 0.02525 0.02514 200 1.00441 0.3164
Groupe
randomisation : CPT 2.55075 1.1741 200 2.17251 0.031

Pour valider ces modeles, il convient de vérifier la normalité des résidus et le fait
gu'ils soient centrés sur zéro. La validation de ces deux modeéles a été réalisée
graphiguement: la distribution des résidus ne s’écarte pas trop de la normalité
comme le montrent I'histogramme et le Q-Q plot. De plus, les résidus sont bien

centrés sur zéro.
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Figure 21: représentation des résidus du modeéle mixte pour la PAS

2.3 Discussion

Cette étude, a notre connaissance, est la premiere a avoir évalué la méthylation
de I’ADN des promoteurs du GR en fonction de la réponse au stress chez des
volontaires sains. Nous avons étudié les conséquences induites par une
exposition a un facteur de stress en utilisant le Cold Pressor test (CPT), en
mesurant la pression artérielle diastolique, systolique et le rythme cardiaque. Ce
test, a consisté en I'immersion de la main des participants dans de I'eau glacée,
facteur bien connu pour induire un stress chez des volontaires sains, une
activation du systeme nerveux sympathique et une augmentation de la pression
artérielle. Wood et al, ont montré que ce test peut étre utilisé comme un
prédicteur du risque d’hypertension (Wood, D 1984).

La méthylation de I’ADN, qui représente la modification épigénétique la plus
connue, est impliguée dans le développement normal des tissus et dans
I'apparition de pathologies liées au stress. La régulation de I'expression du GR,
en particulier dans le cerveau, est un mécanisme majeur de la réactivité au
stress. Sur la base de travaux précédents du Groupe Psychoimmunologie, ayant
montré une forte corrélation entre le niveau de méthylation du GR dans les
PBMCs et dans les tissus de I'axe HPA (Witzmann, S 2012), dans cette étude
nous avons utilisé la méthylation des PBMCs comme critére de substitution, pour
refléter le niveau de méthylation d’autres éléments de I'axe HPA.

Puisque |'objectif de cette étude est d’évaluer la réponse au stress, cela implique
nécessairement un design utilisant des mesures répétées.

Dans l'analyse bivariée nous avons montré une association significative entre le
groupe de méthylation, défini par une répartition selon la médiane, et
l'augmentation de la pression artérielle en réponse au test de stress CPT. Les
covariables : groupe de randomisation, groupe de méthylation, sexe,
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modification de I’éveil, tension, inconfort et modification du stress, qui étaient
significativement corrélées avec |'évolution de PAS ou PAD dans l'analyse
bivariée ont été incluses dans |'analyse multivariée. Pour expliquer I’évolution au
cours du temps des variables dépendantes continues (PAS, PAD et RC) nous
avons utilisé un modéle linéaire a effets mixtes.

La nécessité de combiner un effet aléatoire sujet a de nombreux effets fixes a
conduit au choix d'un modéle a effets mixtes. Initialement, pour avoir une
meilleure idée de la tendance des données, une ANOVA sur mesures répétées a
été réalisée dans une analyse préliminaire. Nous avons montré que la
méthylation des promoteurs 1F et 1H du GR ont un effet sur réponse au stress
évaluée via la PAS. Ainsi, pour lidentification du risque de MCV nous nous
sommes intéressés a des facteurs de risque largement étudiés: la PA et le RC. Il
aurait pu étre judicieux d’analyser également le profil lipidique des sujets et
également des facteurs de risque moins connus tels que: I'haptoglobine (Holme I

et al, 2010) et le VEGF.

La méthode de sélection de la population ne repose pas sur un échantillonnage
aléatoire de la population générale mais sur la participation spontanée et
volontaire. Cette méthode est susceptible d'induire un biais de sélection. Ainsi
une extrapolation de nos résultats a la population générale n’est pas possible.
Néanmoins, la randomisation des participants entre le groupe CPT et le groupe
controle a permis d’assurer une comparabilité des deux sous-groupes a baseline.
Les tests réalisés pour vérifier cette comparabilité n‘ont montré aucune
difféerence.

L'utilisation d’un test de stress validé permet une évaluation dans des conditions
rigoureusement contrélées ainsi qu’un contréle des conditions externes qui
rendant |‘expérience reproductible et assurant de la fiabilité des résultats.
Néanmoins, les conditions de stress induites par un test tel que le CPT,
représentent un environnement expérimental et donc différent de celles de la vie
réelle. Le niveau de stress observé dans le groupe contrble pourrait étre lié aux
conditions du test de stress, réalisé dans un laboratoire et évalué par un
chercheur, conditions qui ne sont pas naturelles pour les participants.

Ce design en mesures répétées présente de nombreux avantages. Evaluer les
participants a différents moments de |'expérience représente un moyen d’utiliser
chaque sujet comme son propre contrble, et ainsi de réduire le nombre de sujets
nécessaires. Cela constitue un moyen économique d’évaluer des participants
dans les mémes sessions expérimentales.
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La principale faiblesse liée aux designs a mesures répétées est en général |'effet
de testing ou effet d’ordre. Il s’agit d'un processus d’apprentissage qui se
développe au cours de l'expérience. Par ailleurs, un design en aveugle était
impossible & mettre en place ici car dés le début du test de stress, les
participants pouvaient immédiatement comprendre en voyant la bassine d’eau
s’ils appartenaient au groupe test (eau glacée) ou au groupe contrdle. Cette
étude est conduite en ouvert dés les premieres visites. Par conséquent, les
participants inclus dans le groupe test, connaissant le sujet sur lequel porte
I'’étude (tout comme les sujets constituant le groupe témoin), pourraient
chercher a aider le chercheur en donnant des réponses qu’ils pensent étre les
réponses attendues de I'’étude, par exemple une augmentation de leur niveau de
stress, d’éveil, de tension ou d’anxiété aprés le CPT comparé a baseline et
I'absence d’augmentation est envisageable dans le groupe témoin. Cela pourrait
affecter les résultats des covariables.

La variance des variables réponse PAS et PAD a été expliquée par les variances
intra et inter-sujets. La variabilité inter-sujet a été exclue de I'erreur
expérimentale pour faciliter la comparabilité entre les deux groupes.

Ainsi, en utilisant un protocole de test bien établi nous avons étudié l'effet du
stress sur une cohorte de volontaires sains. Notre étude a révélé une association
entre la méthylation de I'ADN des promoteurs 1F et 1H du géne du GR et la
pression artérielle systolique, critéere de substitution de la réponse au stress.
Nous suggérons qu’un niveau de méthylation élevé de ces promoteurs du GR
évalué dans les PBMCs pourrait constituer un biomarqueur de I'augmentation du
risque d’apparition d’une altération de la réactivité au stress. De plus, il pourrait
étre intéressant d’étudier les causes de la méthylation de I’ADN. Il semble
évident que celle-ci est influencée par des facteurs environnementaux. Par
ailleurs, Neigh et al. ainsi que de nombreux autres auteurs ont montré qu’un
stress subi durant la petite enfance pourrait conduire a une altération de la
régulation de I'axe HPA (Neigh, G 2009). Par conséquent, les résultats de cette
étude ont été pris en considération pour élaborer le design d’'une deuxiéme étude
portant sur la réponse au stress dans une population spécifique, pour laquelle le
profil de méthylation de I’ADN pourrait avoir était altéré suite a ces conditions de
stress.
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3 SECTION 3: ETUDE EPIPATH

3.1 Scientific background - Rationnel, justification de I'étude
Comme précédemment mentionné il a été clairement démontré, d’'une part que
des antécédents d’ELA et de stress représentent des facteurs de risque pour des
problemes de santé publique majeurs et d‘autre part, que la méthylation de
I’ADN représente une interface entre le génome et I'environnement (Fraga, M
2005)(Szyf, M 2011a)(Bird, A 2007). D'un point de vue général des antécédents
d’ELA sont associés a une altération de I'état de santé général par rapport a une
population non exposée. Une attention particuliere a été portée a une population
de femmes souffrant de troubles gastro-intestinaux, symptémes fréquemment
associés a des antécédents de maltraitance physique ou sexuelle. lls ont montré
que les femmes ayant subi ces abus étaient davantage susceptibles de rapporter
des symptbmes somatiques liés a la panique (par exemple palpitations,
engourdissements, dyspnées), dépression (par exemple : troubles du sommeil),
troubles musculo-squelettiques (par exemple céphalées, douleurs musculaires),
troubles génito-urinaires, troubles cutanés et maladies respiratoires (Leserman, J
1998). Par la suite, ils ont montré que la sévérité des abus subis était associée
au nombre de consultations médicales durant I'année suivante. Cette relation
s’explique par le fait que les femmes ayant des antécédents de maltraitance,
présentent une fréguence accrue de symptdémes somatiques et handicaps
fonctionnels par rapport a une population non exposée. De la méme facon,
Renee D. et al. (Renee, D 2003) ont décrit une association significative entre les
abus subis durant I'enfance et I'augmentation de la vraisemblance des problemes
gastriques récurrents (OR=3.5; 95% CI=1.9, 6.4), migraine (OR=2.7; 95%
Cl=1.2, 5.8), et ulcere (OR=4.2; 95% CI=1.8, 10.0) a lI'age adulte.

Trois principales catégories de problémes de santé publique, associés d'une part
a I'ELA et d'autre part a la méthylation de I’ADN sont: les maladies
cardiovasculaires, maladies mentales et infectieuses (abrégé CAMI). Comme
décrit dans la section 1, la survenue des maladies cardiovasculaires telles que les
maladies coronariennes sont associées a l'augmentation du niveau global de
méthylation de I’ADN. La méthylation de I’ADN jouerait également un réle dans
les troubles dépressifs majeurs, autres troubles mentaux et altérations du
systeme immunitaire, tels que le lupus érythémateux systémique. Les adultes
ayant subis une ELA, en particulier les individus ayant séjourné en institution ou
orphelinats, sont connus depuis de nombreuses années pour présenter une
susceptibilité accrue aux pathologies CAMI. Une association a également été
démontrée entre la méthylation de I’ADN au niveau des PBMCs et ces pathologies
CAMI d’une part et l'altération de la réponse au stress d’autre part.

Les maladies cardiovasculaires telles que les maladies coronariennes ont été
associées a une augmentation du niveau global de méthylation de I’ADN
(Sharma, P et al 2008)(Baccarelli, A et al 2010c) et des niveaux plus faibles de
méthylation des promoteurs des genes (par exemple IGF2 (Heijmans, B.T et al
2008)). De la méme facon, dans les cardiomyopathies, une corrélation inverse a
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été démontrée entre le niveau de méthylation de I’ADN et I’'expression des génes
angiogéniques (Movassagh, M et al 2010). Chez les rongeurs, la nutrition
maternelle modulerait la méthylation des genes du systéme rénine-angiotensine
et par conséquent la pression artérielle(Bogdarina, | et al 2007). De plus, I'étude
CPT décrite dans la Section 2 a permis d’identifier un lien entre la méthylation du
promoteur du géne du récepteur humain aux glucocorticoides et les mesures
cardiovasculaires liées a la réponse au stress, telles que la pression artérielle.

Alors que les exemples ci-dessus montrent que le stress et les CAMI ont été
associés a une méthylation différentielle de I’ADN dans les PBMCs, l'influence de
I'ELA sur le niveau global de méthylation dans ces conditions a fait I'objet de peu
d’attention jusqu’ici. Tout porte a croire que la modulation de la méthylation par
I'ELA a un impact sur la réponse au stress, le risque de maladies mentales
(Felitti, V et al 1998), cardiovasculaires et infectieuses (Boyce, W. et al
1995)(Schultz, H et al 2009). Par ailleurs, il a été clairement montré que la
méthylation des génes est sous l'influence des facteurs environnementaux
(Fraga, M et al 2005)(Szyf, M et al 2011a).

Dans le modele d’ELA chez le rat, les jeunes rats ayant recu peu d’attention et de
soins présentent, durant leur vie, une réactivité accrue de I'axe HPA (Baylin, S
2000)(Strickland, F. 2008). Un défaut de soins/d’attention maternelle a été
associé a une faible expression du GR (Baylin, S 2000) et un niveau élevé de
méthylation (80-100%) d'un CpG clé entiéerement conservé du promoteur 1; du
GR au niveau de l'hippocampe (Bird, A 2002)(Tsankova, N. 2007)(Felitti, V
1998). Cependant la situation est jusqu’ici beaucoup moins claire chez I'humain.
Le lien entre le niveau de méthylation du promoteur 1F du GR chez les nouveau-
nés et 'humeur maternelle durant la grossesse a également été démontré, ayant
pour conséquence une réactivité accrue de l'axe HPA au stress durant I'enfance
(Dong, M. 2004)(Shirtcliff, E.A. 2009). Dans la cohorte néerlandaise de "I'Hiver
de la faim" [|‘association observée entre la méthylation du promoteur 1F du GR
et la réponse au stress chez |'adulte a aussi été expliquée par des influences
environnementales autres que I'ELA (par exemple I’éducation, le mode de vie)
(Boyce, W. 1995).
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3.2 Quels mécanismes pourraient expliquer cette relation?
Objectif d'EpiPath

Bien que de nombreuses études pédiatriques aient montré une fréquence élevée
des maodifications du profil de méthylation de I’ADN survenant durant la petite
enfance (Martino, D 2011)(Alisch, R, et al. 2012), l'influence d'une ELA sur le
niveau global de méthylation a regu trés peu d’attention jusqu’ici. Ainsi, I’'étude
EpiPath propose d’analyser |'effet de I'ELA sur la méthylation de I’ADN.
Cependant l'objectif d’EpiPath n‘est pas de montrer le lien entre I'ELA et les
pathologies de l'age adulte, mais de fournir une meilleure compréhension de
I'impact de I'ELA sur la méthylation de I’ADN et les conséquences sur la réponse
au stress, les maladies cardiovasculaires, mentales et infectieuses.

L'hypothése de travail est la suivante:

Nous suggérons l'existence d’un profil de réponse épigénétique particulier,
faisant suite a des antécédents d’ELA, qui pourrait augmenter la susceptibilité a
un large spectre de pathologies résumées par I'acronyme CAMI, et conférant un
profil a “haut risque” pour ces pathologies. La susceptibilité aux pathologies CAMI
pourrait dépendre a la fois directement des modifications épigénétiques
impactant I'ensemble du génome, et indirectement d’une altération de la réponse
au stress ou difficultés d’adaptation au stress.

3.3 Comment le montrer? Méthodologie de I'étude EpiPath

3.3.1 Design de I'étude

EpiPath est une étude observationnelle monocentrique académique analysant les
effets de I'ELA sur certaines pathologies de l'age adulte. Elle pourrait étre
considérée comme une étude de cohorte, de type « exposés / non-exposés» a
des antécédents d’ELA. Elle a été développée par le Département d’'Immunologie
du CRP-Santé en collaboration avec [|'‘Université du Luxembourg et le
Département de PsychoBiologie de |I'Université de Tréves. Un groupe de jeunes
adultes ayant subi une ELA séveére, puis ayant été adoptés par des parents vivant
au Luxembourg sera recruté, ainsi qu’un groupe contrble. Tous les participants
seront invités a se rendre a deux sessions expérimentales, durant lesquelles
seront réalisés respectivement un test de stress standardisé proche du CPT (le

SLST au cours de la visite 1) et un entretient psychologique classique (visite 2).
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Le design de |'étude se justifie ainsi :
- Les deux groupes (exposés et non-exposés) constituant la cohorte
pourront étre suivis dans le temps
- méthode appropriée a l'analyse des facteurs d’exposition relativement
rares, tels que I'ELA.
- ce design permet le suivi de différentes pathologies en méme temps ainsi
que l'identification des profils épigénétiques particulier.

Ce type d’étude, observationnelle exploratoire, requiert une méthodologie et un
design tres spécifique.

Les participants seront recrutés uniquement au Grand-Duché du Luxembourg de
décembre 2013 a 2016.

Critéres

Les éléments clé de I'étude sont: I'évaluation du niveau de méthylation sur
'ensemble du génome, de I'ELA, la réactivité au stress, ['‘évaluation
psychologique sur une période de suivi d'un an. Par contre, aucun critére
principal n’est défini. Il sera demandé aux personnes incluses de participer a
deux sessions expérimentales et d’accepter d’étre contactées durant une période

de suivi d’'un an, ainsi que dans le cadre de futures études.

L'étude est divisée en plusieurs périodes :

- screening, par lintermédiaire d’associations d’adoption actives au
Luxembourg de la fin des années 1980 aux années 1990

- inclusion des participants

- visite 1 : évaluation de la réponse au stress et collecte d’échantillons

- visite 2 : entretien d'évaluation de psychologie clinique

- période de suivi d'un an, évaluant en particulier la fréquence des
infections

- évaluation au long terme de la population.

3.3.2 Population
La population sera constituée de deux groupes qui seront comparés: le groupe
ELA ou "exposés" et le groupe contrble, ou "non exposé". Les groupes seront
aussi proches que possible et différeront uniqguement par I’'exposition a une ELA.

= Groupe ELA
L'institutionnalisation, ou séjour dans un orphelinat, suivie par une adoption
constitue un modeéle standard d’ELA. Le travail de Gunnar et al. (Gunnar, M
2000)(Gunnar, M 2009) a clairement montré que méme les meilleures
institutions /orphelinat emploient des salariés qui travaillent par poste et sont
responsables d’'un nombre d’enfants relativement élevé, avec des ratios enfants:
salarié excédant généralement 20:1.
Ceci par définition, résulte en une offre de soins instable dans le temps,
induisant des carences affectives aussi bien qualitatives que quantitatives
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(Smyke, A 2007). Un sous-effectif de personnel soignant constitue le facteur de
stress le plus important décrit chez I'enfant (tout comme chez le jeune primate
non-humain) (Johnson, J 2002). De plus, il a été montré que le "turn over" du
personnel soignant altére significativement le comportement social et émotionnel
des enfants, de nombreuses années apres |'adoption (Kaler, S 1994)(Hodges, J.
1989).

EpiPath recrutera des participants ELA qui ont été institutionnalisés et adoptés au
cours de leurs premiéres années de vie quelques soit leur sexe, origine ethnique
ou géographique, nationalité actuelle ou passée et age au moment de |I'adoption.
Il a été précédemment démontré que la réponse au test de stress était optimale,
dans la tranche d’age 18-30 ans, c’est pourquoi la population recrutée devra
répondre a ces critéres d'age. Puisque le recrutement continuera jusqu’en 2016,
les sujets nés entre 1983 et 1998 seront éligibles. Les troubles mentaux et
psychotiques qui pourraient exposer les participants a un risque de subir des
conséquences néfastes suite a leur participation a cette étude (par exemple
troubles psychotiques) constituent des criteres d’exclusion formels en
complément d’autres conditions qui ne sont pas compatibles avec les examens.
En collaboration avec différentes associations d’adoption, nous avons estimé la
population éligible de I'ordre de 250-300 personnes. Afin d’éliminer les risques a
court terme, les participants potentiels présentant des contre-indications au fait
de placer leurs pieds dans de I'eau froide (par exemple le syndrome de Raynaud,
la maladie des agglutines froides) seront exclus.

Grace aux services d’adoption, nous serons en mesure de réaliser un screening
de la population ayant des antécédents d’ELA. Par exemple le Département
“Maison de I'’Adoption” de la “"Croix Rouge luxembourgeoise” est responsable des
missions de conseils. De plus, quatre associations d’adoption indépendantes sont
agréées au Luxembourg par le Ministere de la Famille et de I'Intégration et sont
spécialisées par pays d’origine des enfants. (Rapport D’activité Du Ministére de
La Famille et de I'Intégration 2012)

Tableau XVII: associations adoption agréées au Luxembourg

Associations d’adoption Pays d’origine

Amicale Internationale d'Aide a I'Enfance | Corée du Sud, Inde

(AIAE) a.s.b.l.

Service d'Adoption de Ila Croix-Rouge | Luxembourg, Bulgarie, Colombie,
luxembourgeoise other

Naledi a.s.b.l. Afrigue du Sud
Luxembourg-Pérou a.s.b.l. Pérou
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= Groupe controle
Le groupe controle idéal serait un groupe d’individus :
- génétiquement appariés (personnes ayant des profils génétiques proches)
a des individus ayant des antécédent d’ELA et élevés par des parents et
entierement intégrés socialement et ayant une préparation linguistique au
Luxembourg;
- élevés par des parents Luxembourgeois par exemple des fréres et sceurs
non-adoptés de la méme famille que I'enfant adopté;
- élevés par des parents Luxembourgeois appariés par age et sexe aux
enfants ayant un historique d’ELA.
En pratique, pour le groupe contrble, nous allons majoritairement recruter des
freres et sceurs des enfants adoptés. Les sujets du groupe contrOle seront
également évalués pour I'ELA et un cut-off sur le questionnaire Childhood
Trauma Questionnaire, Parental Bonding Index, et Relationship Questionnaires
seront définis, au-dela desquels, les sujets contrbéles ne pourront pas étre inclus.
Si nous ne parvenons pas a recruter un nombre suffisant de fréres et sceurs non
adoptés, nous recruterons des adultes de méme sexe et d'dge similaire aux
personnes adoptées, élevés par des parents luxembourgeois sans antécédent
d’ELA, issus par exemple du cercle social immédiat des adoptés.

= Taille de la population — Nombre de sujets nécessaires
Le faible nombre d’étude ayant porté sur la méthylation du génome entier en
population générale, ajoute une complexité aux calculs de puissance de cette
étude reposant sur une méthode d’évaluation de la méthylation par MeDIP-Seq.
Néanmoins, nous estimons la taille minimale de la cohorte afin de déceler les
différences attendues entre les deux groupes pour le test de stress SLST, qui
constitue le test le moins sensible parmi les différentes évaluations prévues.

L'objectif que lI'on s’est fixé est d’avoir une puissance de de 0.8 pour un risque
alpha de 0.05 dans un t-test pour |'aire sous la courbe du cortisol (AUC) en
fonction des niveaux AUCg et AUCi avant le test et la différence maximale entre
ces niveaux de cortisol. Nous avons calculé le nombre de sujets nécessaires sur
la base des données issues d'une étude précédente sur le cortisol (Institute of
Psychobiology in Tréves) du Cold Pressor Test (CPT), test de stress similaire au
SLST. D’aprés ces données, un minimum de 70 participants par groupe est
nécessaire pour observer des différences entre les groupes dans les niveaux de
cortisol AUCg. A posteriori, la puissance devrait étre réévaluée afin de confirmer
I'estimation du nombre de sujets.
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* Faisabilité

En collaboration avec les différentes associations d’adoption nous avons estimé le
nombre total de personnes éligibles a environ 250-300. Cela constitue un pool
important d’individus adoptés au Luxembourg aprés avoir été placés dans un
orphelinat. A partir de ce groupe, nous avons pour objectif de recruter 120
participants pour le groupe ELA et 70 pour le groupe contrdle. Des sous-groupes
seront constitués au sein des participants ELA sur la base des résultats de
I'examen psychologique et sur la durée du séjour en institution en utilisant des
techniques telles qu’une répartition selon la médiane, et selon le sexe. Chaque
sous-groupe comprendra environ 70 individus, nombre minimal nécessaire pour
garantir une puissance suffisante a l'identification des régions qui difféerent par
leurs niveaux de meéthylation. L'analyse des données issues du suivi au long
terme de la population risque d’étre difficile du fait du taux important de perdus
de vie.

3.3.3 Evaluation de I'ELA

L'ELA sera étudiée et caractérisée grace a deux auto-questionnaires et un
entretien parental. Les données de la littérature proposent de nombreux
systémes de classification pour évaluer la nature et I'intensité de I’'ELA. Les outils
les plus utilisés sont le Childhood Trauma Questionnaire (CTQ) qui définit cing
catégories d’ELA : abus physique, abus sexuel, abus émotionnel, négligence
physique et négligence émotionnelle. Dans cette étude, le traumatisme percu
sera mesuré par le CTQ, présenté en Annexe 4. Il s'agit d’'un auto-questionnaire
validé destiné a mesurer rétrospectivement, chez I'adulte ou l'adolescent, la
fréquence et la sévérité des différents types d’abus subi durant I'enfance. La
fiabilité test/retest du CTQ a était démontrée, avec des valeurs telles que de 0.79
a 0.86 sur une période de 2 a 4 mois, suggérant |'existence de biais de mémoire
lié a des états d’humeur transitoire (Bernstein, N.a 1994) (Rapport D’activité Du
Ministere de La Famille et de I'Intégration Au Luxembourg 2012), et convergent
avec les scores évaluant le niveau de maltraitances subies. Bien que le CTQ
présente une mesure subjective de la perception des participants de I'ELA, il a
été utilisé de facon fiable dans un grand nombre d’études afin d’investiguer les
effets de I'ELA sur les troubles de type anxiété. Ces questionnaires permettront a
I'’équipe d’évaluer l'intensité, la durée et la nature de I'ELA subie.

Néanmoins, la mesure de la fréquence et de la sévérité des maltraitances subies
durant I’enfance n’est pas simple. Aucune norme ou référence n‘a été publiée a
ce jour concernant une population d’adultes ayant subi des maltraitances et abus
durant I'enfance. Ainsi, et suivant les commentaires du Comité d’éthique (CNER)
relatifs au premier dossier que nous avons déposé, nous avons définis la
population avec plus de précision. Cela a été réalisé principalement via un
guestionnaire spécifiquement élaboré pour évaluer I'ELA.

Ces données seront collectées sur la période pré et immédiatement post adoption
via les participants et leurs parents afin de palier au biais de mémoire des
participants adoptés. Il a été demandé aux individus de donner leur
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consentement éclairé pour autoriser les investigateurs d’EpiPath a contacter leurs
parents et a procéder a des entretiens téléphoniques. La trame de cet entretien
structuré a été inclus au dossier de soumission au CNER. Il sera demandé aux
parents leur accord pour procéder a un enregistrement audio de cet entretien.
Un consentement oral leur sera demandé apres que |'objectif de I'étude leur aura
été expliqué. Un questionnaire similaire sera proposé aux participants eux-
mémes. La nature (émotionnelle, physique, sexuelle de l'abus ou de Ila
négligence), lintensité (basée sur un score lié au nombre de catégories
d’évenements néfastes reportés) et leur durée (durée de la période de placement
en institution) de I'ELA seront mesurés par ces questionnaires. Les écarts de
réponse entre les données collectées auprés des parents et celles recueillies
auprés des enfants seront analysés. Nous pouvons nous attendre a ce que les
parents identifient davantage les troubles présentés par les enfants adoptés du
fait plus grande vigilance et attention envers ces derniers. Cela conduirait a une
potentielle surestimation de la différence.

3.3.4 Analyse statistique

Les participants des groupes ELA et contrbéle seront comparés par des analyses
de variance (ANOVA) pour les variables continues et des tests du x2 pour les
variables catégorielles.

= Evaluation de la réponse au stress
Pour déterminer la relation entre I'ELA et la réponse au stress, nous réaliserons
un modele linéaire mixte incluant comme variable dépendante la pression
artérielle systolique, I'ELA comme effet principal, le niveau de meéthylation
comme terme d’interaction et un effet sujet comme effet aléatoire.

= Evaluation de I'ELA

Il a été précédemment démontré que le type d’ELA subi est fortement corrélé
aux pathologies psychiques survenant a I'dge adulte (Oberlander, T.F 2008).
C’est pourquoi chaque type de traumatisme subi, tel que mesuré par le CTQ,
sera analysé en premier lieu comme une variable binaire.

Nous avons prévu de débuter les analyses par les abus sexuels qui représentent
la plus cohérente et la plus largement utilisée parmi les différentes maltraitances
subies durant I'enfance (Oberlander, T.F 2008). Si I'association de cette variable
avec le statut de méthylation est significative, nous estimerons dans quelle
mesure la sévérité de chaque traumatisme individuel, (en utilisant les scores
cutoff du CTQ) est associé au statut de méthylation.

Il a été montré que la maltraitance peut étre associée au statut de méthylation,
quel que soit le nombre de types de maltraitances subies durant I'enfance (sur la
base des différentes catégories rapportées par le CTQ). Finalement et
uniquement pour les sujets ELA, l'‘association entre les abus cliniguement
documentés et le statut de méthylation sera testée.

* La méthylation de I’ADN
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Dans cette étude, le niveau global de méthylation de I'ensemble du génome sera
estimé. Plusieurs méthodes existent pour mesurer le niveau global de
méthylation (PeterW., L. 2010). Ici nous utiliserons la méthode "Methylated DNA
immunoprecipitation” (MeDIP), qui est I'une des techniques les plus
fréquemment adoptées (Weber, M 2005). Elle consiste en la fixation d’anticorps
spécifiques aux 5-methylcytosines (5mC), conduisant a la précipitation de I’ADN
méthylé. Dans cette étude, cette méthode sera combinée a une méthode de
séquencage dite "MeDIP-Seq" permettant d’identifier les régions du génome
contenant des cytosines méthylées et la quantification du niveau de méthylation
du génome entier.

Le protocole MeDIP-Seq a été optimisé trés récemment au sein du Département
de Psychoimmunologie.

3.3.5 Soumissions réglementaires

Pour mettre en place cette étude au Luxembourg, les autorisations de deux
comités d’éthiques sont requises, celle du Comité National d’Ethique et
Recherche (CNER) et celle de I'Ethical Review Panel (ERP) de |'Université du
Luxembourg, regroupant des membres du CRP-Santé et de |'Université du
Luxembourg respectivement. Nous avons soumis un dossier de demande initiale
au CNER en février 2013. Par la suite, une nouvelle version a été soumise en
avril suivant les commentaires du CNER et de I'ERP. L'accord du CNER a été
obtenu avec quelques conditions fin mai (Annexe 6). J'ai préparé le dossier initial
de soumission a I'ERP et une partie du dossier soumis au CNER (deuxiéme
version, Annexe 5). Suivant la réponse de I'ERP, nous avons soumis une version
rectifiée. Nous avons également recgu une réponse positive de I'ERP en mars
(Annexe 7).

Conformément a la loi en vigueur au Grand-Duché du Luxembourg, nous avons
également sollicité l'autorisation de la Commission Nationale de Protection des
Données (CNPD). L'objectif de ce dossier est de montrer que toutes les mesures
possibles seront mises en oeuvre pour protéger les données personnelles a
chaque stade de I'étude (acces, transfert et stockage des données) en accord
avec la réglementation en vigueur.
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3.4 Réflexion sur les aspects méthodologiques

3.4.1 Limites et biais

3.4.1.1 Biais

Dans [|'EpiPath différents types de biais pourraient affecter la fiabilité des
résultats :

Les biais liés a l'exactitude des réponses aux questionnaires. Cette catégorie
inclue les biais de mémoire, biais de désirabilité sociale. En effet, pour les
données issues des entretiens parentaux, les personnes interrogées sont les
participants eux-mémes mais également leurs parents adoptifs qui n‘ont pas
nécessairement une parfaite connaissance des conditions subies par leurs
enfants avant I'adoption. Par ailleurs, Payne et al. ont montré que le stress a un
impact sur la mémorisation des événements subis. Le stress survenant avant un
évenement d’ordre émotionnel faciliterait la mémorisation de cet évenement,
alors qu’un stress suivant un événement neutre en réduirait la mémorisation
(Payne, J 2007).

Un biais de mesure de I'ELA est attendu du fait de la "désirabilité sociale". Ce
biais de réponse intervient lorsque les participants a une étude ne répondent pas
honnétement car ils estiment que la vérité ne serait pas socialement acceptable,
ou mal percue. Ce biais peut conduire a une sous-estimation du niveau d’ELA.
Néanmoins, le design de |'’étude, de type cas/controle devrait permettre de
réduire I'impact de ce biais.

Certains facteurs de confusion qui ne seront pas évalués dans cette étude, tels
que les facteurs génétiques, pourraient également expliquer la partie la variance
mesurée entre les groupes de méthylation. Pour limiter il conviendrait de
procéder a des analyses en sous-groupes selon l'origine ethnique des sujets.

3.4.1.2 Limites

Une premiére limite liée au design de |'étude serait le taux de perdus de vue au
cours de I'année de suivi. Ainsi les données qui seront principalement impactées
sont les données liées a la partie immunologique.

La seconde limite concernerait la sélection de la population ELA. Tout d’abord, on
peut s’attendre a ce que les individus qui accepteront de participer a cette étude
soient en relativement bonne santé. Cela induit un risque de sélectionner
uniquement une partie de la population victime d’ELA. De plus, les résultats de
I'étude seront principalement basés sur les individus ayant été placés en

institution. Ainsi, la transférabilité directe des résultats a une population plus
large, victime d’autres types d’ELA ne semble pas évidente.

L'interprétation des données du MeDIP Seq n’a pas encore été clairement établie.

Les facteurs de confusion intervenant sur la méthylation de I'ADN demeurent
inconnus a ce jour. Néanmoins, I’étude du Cold Pressor Test semble indiquer
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que, parmi l'ensemble des variables analysées, le nombre de facteurs de
confusion est faible.

Outre la méthylation de I’ADN, d’autres mécanismes épigénétiques pourraient
jouer un réle dans l'augmentation de la susceptibilité aux CAMI et pathologies
lices au stress. Par exemple les modifications des histones sont également
responsables de [lactivation ou de linactivation des geénes durant le
développement. A ce stade, la facon dont ces phénomenes pourraient influer sur
les phénotypes dépendant de l’environnement reste inconnue. Les ARNs non
codant contribuent également a la régulation de I'épigénome (Pauli, A 2011) en
particulier sur les séquences d’ADN répétée. Cependant, jusqu’ici peu d’études
ont été en mesure de fournir une hypothése claire du mécanisme.

De plus, il a également été montré que les différences génétiques entre individus
peuvent exercer une influence sur la régulation épigénétique et induire une
prédisposition aux effets environnementaux. Par exemple, de nombreux génes
autosomiques présentent des niveaux de méthylation de I’ADN différents entre
hommes et femmes (Tobi, E 2009). De la méme facon, des effets de la nutrition
sur la méthylation de I'ADN au niveau des génes autosomiques spécifiques
semblent étre trés différents selon le sexe. Des études sur la souris ont révélé
des différences marquées de réponses épigénétiqgues a des facteurs
environnementaux entre différents génotypes. Par ailleurs, des jumeaux
dizygotes montrent de plus grandes différences épigénétiques qu’entre jumeaux
monozygotes.

D’autres facteurs environnementaux ont également pu affecter I'épigénome des
individus apreés leur adoption. Par exemple, une étude épidémiologique a identifié
un lien possible étre les particules aériennes pollution et la méthylation globale
de I'ADN dans les cellules circulantes. La méthylation globale a été également
altérée dans le sang des individus qui ont été exposés a des carcinogénes de
type benzene. Un facteur de confusion possible est que le stress
environnemental peut altérer I'abondance relative des différents types de cellules
sanguines. De telles modifications pourraient conduire a une altération des
niveaux de méthylation de I’ADN pour certains génes spécifiques. De plus, la
méthylation de I’ADN elle-méme est associée a la différenciation cellulaire dans
I'hnématopoiése, et sa perturbation pourrait affecter les populations cellulaires
sanguines. Pour éviter ces facteurs de confusion, idéalement d’autres lignées
cellulaires et tissus auraient pu étre explorés. Nous nous sommes limités dans
cette étude a la collecte de cellules buccales épithéliales. Cette méthode non
invasive a été privilégiée dans l'objectif de faciliter I'adhésion des participants et
I'approbation du protocole de I'étude par les autorités d’éthique.
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4 SECTION 4 : DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Cette thése repose sur deux études portant sur |'épidémiologie épigénétique. La
premiére, le cold pressor test, a été réalisée sur des volontaires sains et a
montré une corrélation entre la méthylation des deux exons du promoteur du
géene du GR humain et des éléments de la réponse au stress, en particulier la
PAS. La seconde étude, EpiPath, porte sur une population dans laquelle le profil
de méthylation de I'ADN a probablement été altéré. De nombreux articles ont
montré que des modifications épigénétiques peuvent étre induites par des
conditions environnementales, telles que des maltraitances subies durant
I'enfance (ELA). A ce jour I'ELA est la seule manifestation, non-pharmacologique
et non cancéreuse, connue liée a une modification de la méthylation de I’ADN.
L'approche utilisée dans |'étude CPT a été adaptée dans I'étude EpiPath a une
population ayant été exposée a un stress au cours des premiéres années de vie
et ainsi dont le profil de méthylation pourrait avoir été modifié. La méthodologie
retenue permettra de comparer le niveau de méthylation de deux groupes: le
groupe exposeés, dit "groupe ELA" et groupe non-exposés, dit "'groupe contrdle".

Suite aux résultats de I'étude CPT, un autre type de test de stress a été utilisé
dans I'étude EpiPath. L'inconvénient du test utilisé dans la premiére étude est
que le CPT était l'induction d'une réponse au stress qui soit principalement a
composante physique, alors que d’autres tests, tels que le “paced auditory serial
addition task” (PASAT) sont connus pour induire également une réponse au
stress a composante psychique. De ce fait, dans |'étude EpiPath, le “socially
evaluated cold pressor test” (SECPT) (Berrebi, D 2003) combiné au PASAT seront
utilisés a la place du CPT. EpiPath s’appuie sur les conclusions et |'évaluation de
la réponse au stress évaluée via des parameétres cardiovasculaires dans |'étude
CPT, a la différence prés que les mesures seront réalisées battement par
battement (“beat to beat"). Cela permettra a |'équipe projet de déceler
I'implication du SNA dans la relation méthylation de I’ADN / réponse au stress, en
suivant des variables telles que la variabilité du rythme cardiaque.

Ainsi les résultats et la mise en ceuvre de I'étude CPT ont permis au Groupe de
Psychoimmunologie de développer et d’améliorer le protocole de I'étude EpiPath.
Le lien entre la méthylation du géne du GR et la réponse au stress a déja été
clairement établi dans une population de volontaires sains. EpiPath examinera si
cette relation reste valable dans une population dans laquelle la réponse au
stress et la méthylation de I’ADN ont potentiellement été altérées. L'équipe du
projet EpiPath identifiera les conséquences de I'ELA sur [|‘apparition de
pathologies a I'age adultes et le lien potentiel avec le profil de méthylation.

De plus, utiliser une approche basée sur la méthylation de I'ensemble du génome
est un challenge considérable qui permettra d’identifier les régions génomiques
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présentant un niveau de méthylation différent entre les sujets exposés a une ELA
et le groupe contréle.

En conclusion |'étude EpiPath devrait confirmer |'une des deux hypothéses
mécanistiques proposées dans la section 1.2. qui different par le réle et la place
de l'altération de la réponse au stress. L'hypothese la plus probable serait que les
troubles de la réponse au stress soient influencés, de la méme facon que les
pathologies appelées CAMI, par des antécédents d’ELA, via des modifications
épigénétiques. A court terme, EpiPath conduira a l'identification de facteurs de
risque de CAMI via des critéres de substitution validés. Néanmoins, cette étude
reste a visée exploratoire. En effet, pour affirmer que I'ELA constitue réellement
un facteur de risque, et ainsi étre en mesure de calculer de risque relatif ou
I’'Odds Ratio, un suivi au long terme est nécessaire reposant sur des critéres
cliniques. Cela constitue le seul moyen d’évaluer I'augmentation de Ia
susceptibilité aux CAMI. Cependant, I'intérét principal d’EpiPath repose sur le fait
que cette étude permette de constituer une cohorte de personnes ayant des
antécédents d’ELA ainsi qu’une cohorte de témoins; premiére étape
indispensable a la mise en place de ce suivi.

L'intérét de cette étude d’un point de vue santé publique est double. Cette
approche vise a la fois a développer les connaissances actuelles en épidémiologie
épigénétique et a sensibiliser une population particuliere ayant été victime d’ELA,
afin d’encourager des démarches de prévention. Le véritable challenge repose
sur la phase de suivi a long terme des sujets.

D’'un point de vue méthodologie, ce type d’étude présente une complexité
particuliere dans la mesure le profil de méthylation peut difficilement étre isolé
de la séquence d’ADN. Comme |'a montré notamment Lienert et al., dans les
cellules pluripotentes, les promoteurs proximaux gouvernent leur propre niveau
de méthylation. Ainsi, malgré les nombreuses études menées récemment sur le
profil de méthylation de l'ensemble du génome, les principes gouvernant la
élaboration et la modification du profil de méthylation de I'ADN restent mal
connus (Lienert, F et al 2011).

D’un point de vue général l'identification de déterminants génétiques et non
génétiques d’apparition d'une maladie constitue un défi majeur pour la
recherche. Récemment les études GWAS ont permis d’établir un lien entre des
associations des SNPs et plus de multiples caractéristiques et pathologies.
Néanmoins, |'effet du variant ou des alléles du géne représente uniquement |'un
des facteurs influengant le risque d’apparition de la maladie.

Méme si elles sont utilisées dans le cadre de |'estimation de ce risque (Norrgard
2008), les résultats des études GWAS ne sont généralement pas directement
applicables a la prévention ou au traitement de pathologies complexes, en raison
du nombre important de variables génétiques et environnementales qui
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interagissent dans la survenue de ces maladies. Ainsi, l'identification d’une
corrélation entre une modification génétique et lincidence d’une pathologie
complexe est limitée a I'estimation statistique de l'augmentation du risque
d’apparition de la maladie, plutdét que par un véritable facteur pronostic.

Par ailleurs, I'exploration des conséquences des modifications non-génétiques sur
I'apparition des maladies, reste a approfondir. La mise en place d’études a large
échelle d’études de type EWAS semble constituer le meilleur moyen de relier une
variation phénotypique a une modification épigénétique (Vardhman et al/ 2011).

Ces études se sont développées trés rapidement au cours des derniéres années
si bien que la littérature actuelle est encore relativement pauvre en référentiels
et bonnes pratiques en termes de méthodologie et de design. Dans ce contexte,
Michels, K et al ont formulé les recommandations suivantes pour les études
EWAS:

- Choisir un tissu approprié

- Tenir compte de I'hétérogénéité de la population cellulaire

- Contrdler la structure de la population et de la variabilité biologique

- Choisir un protocole approprié d’évaluation de la méthylation de I’ADN

- Vérifier et valider les résultats

- Etre prudent dans linférence causale dans la mesure ol la plupart des

études EWAS sont exploratoires.

Ces recommandations ont été prises en compte dans I'élaboration du protocole
de I'étude EpiPath.

Les études EWAS visent notamment a apporter des éléments permettant
I’évaluation du risque cardio-vasculaire. Les CAMI et notamment les MCV, sont
des maladies complexes fréquentes résultant de multiples facteurs génétiques et
environnementaux et de leurs interactions. Concernant les MCV, selon les
recommandations de I|’Anaes le recours a un modele d’évaluation du RCV
permettrait une évaluation quantifiée et reproductible du RCV global (Anaes
2004). Contrairement a la méthode de sommation des facteurs de risque, ces
modéles intégrent la valeur précise des parameétres évalués (par exemple la
PAS), qui entrera dans un calcul mathématique précis.

Parmi les différentes approches proposées, deux modeéles d’évaluation du RCV
font consensus :

- Le modéle de Framingham, dont la validation prospective a été la plus
large. Il s'agit du score le plus utilisé dans le monde et sert de référence
pour I'évaluation d’autres modeles. Il peut étre réalisé manuellement en se
servant d’abaques ou en utilisant des logiciels et permet d’évaluer le
risque coronarien a 10 ans.

Il tient compte du sexe, de I'dge, du taux de cholestérol total, du taux de
HDL-C, du tabagisme, de I'existence d'un diabéte et de la PAS, un nombre

de points différents étant attribué a chaque niveau de ces différents
facteurs.
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A l'issue de ce calcul, les sujets dont le score est supérieur a 20 % seront
considérés comme a haut risque CV.

- Le modeéele de SCORE issu d’études de cohortes européennes, reposant
ainsi sur des populations similaires a la population francaise en ce qui
concerne la prévalence des MCV.

Les recommandations de I’Anaes suggerent de choisir I'un de ces deux modeles
selon les objectifs poursuivis, notamment la prévention du risque vasculaire
cérébral ou coronarien.

Ainsi, au cours du déroulement de l'étude EpiPath, le protocole de I'étude
pourrait étre adapté selon les avancées scientifiques et méthodologiques.
Comme mentionné précédemment, les conclusions premiéres reposant
essentiellement sur des critéres de substitution, seront a confirmer par une
phase de suivi au long terme des sujets sur la base de critéres cliniques. De plus,
I'utilisation d'un modeéle d’estimation du RCV constituerait une opportunité
d’affiner I'évaluation du risque. Les résultats de cette étude devront étre mis en
perspective des connaissances établies en épidémiologie épigénétique et
également des études interactions géne-environnement.
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Annexe 1
Mécanismes épigénétiques

EPIGENETIC MECHANISMS HEALTH ENDPOINTS
are affected by these factors and processes: * Cancer

* Development (in utero, childhood) — * Autoimmune disease

* Environmental chemicals c * Mental disorders

+ Drugs/Pharmaceuticals * Diabetes

Méthylation de ’ADN k
Ajout d’'un groupement de méthyle a
certaines bases d’ADN = réprime
I'activité des génes

HISTONE TAIL

HISTONE TAIL

DNA accessible, gene active

Modifications des histones
La liaisons de facteurs épigénétiques

Histones are proteins around which . : .
DNA can wind for compaction and sur la partie terminale des hlstopes
gene regulation. altére la mesure dans laquelle 'ADN

est enroulée autour des histones et
I'accessibilité des génes

N7 Oicmsns I/ eann

Source : Siroux, V. 2013. “8e Congres Francophone d’Allergologie.” Grenoble CFA



Annexe 2
Echelles visuelles analogiques

EpiPath
visual analogue scales

For the four questions below please rate how you feel by placing a cross on the scale that
corresponds to how you are currently feeling, not during the previous minutes or hours.

* Please rate how much pain you are currently feeling. 0 is no pain whatsoever, and 10 is the
worst pain imaginable.
T e S e e S S BB T

I I 1 1 I

* Please rate your current feelings of stress. 0 is very relaxed and unstressed, 10 is unbearable

*  Please rate your current feelings of anxiety. 0 is very calm and collected, 10 is the highest
anxiety imaginable.



Annexe 3

Diagramme de I'étude CPT

232 subjects included

14 subjects
excluded of
the analysis

in the study
~
11 subjects: no
CV data
o
: -
4 subjects: no
methylation
data af
218 subjects

analysed




Annexe 4
Childhood trauma questionnaire (CTQ)

(Wright et al. 2001)

Below you will find a series of statements, which you are asked to rate according to how true you
feel they are for you and your family. Please circle the number that best reflects your experience,
where 1 means never and 5 means very often.

People in your family called you things like
stupid, lazy, or ugly. 1 2 3 4

You thought your parents wished you had never
been born. 1 2 3 4

People in my family said hurtful or insulting

things to me. 1 2 3 a
| felt that somecne in my family hated me. 1 2 3 4
| believe that | was emotionally abused. 1 2 3 4

| got hit so hard by sameone in my family that |
had to see a doctor or go to the hospital. 1 2 3 a

People in my family hit me so hard that it left me
with bruises or marks. 1 2 3 4

| was punished with a belt, a board, a cord, or
some other hard object. 1 2 g a

| believe | was physically abused. 1 2 3 4

| got hit or beaten so badly that it was noticed by
someone like a teacher, neighbour, or doctor.

Someone tried to touch me in a sexual way, or
tried to make me touch them. 1 2 3 4

Someones threatened to hurt me or tell lies
about me unless | did something sexual with
them. 1 2 3 4



Someaone tried to make me do sexual tings or
watch sexual things.

Someones maolested me.

| believe that | was sexually abused.

There was somaane in my family who helped me
feel that | was important or special.

| felt loved.

People in my family locked out for each other.

People in my family felt close to each other.

Wy family was a source of strength and support.

| didn’t have enough to eat.

| knew that there was somecne to take care of
me and protect me.

Wy parents were too drunk or high to take care
of the family.

| had to wear dirty clothes.

There was someone to take me to the doctorif |
needed it
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SUMMARY

Title of the study:

Principal investigators:

Sponsor:
Sponsors Medical Expert:

Finance:

Planned start date:

Planned finish date:

Expected number of participants:
Pharmacological intervention:

Investigated molecules:

Type of study:
Scale of the stady:

Co-5Submission:

Long term epigenetic and physiological
effects of early life adversity - EpiPath

Dr. ] D. Tumer, and Prof. Dr. C. P. Muller,
Deepartment of Immmmelogy,

Centre de Recherche Public - Santé,

204 mee Anguste Lumiere

L-1950 Lixembourg

Tel : +352 490 604 223_ Fax- +352 490686,
Email- climde nmllen@CEP-SANTELU
CEP Santé

Prof Claude P. Muller, MD

20A e Augiste Lumiére

L-1950

Tel: +352 490604 220
Fax: +352 490636

Fonds Mational de 1a Recherche / CRP-Santé

01.03:2013
31.12. 3016

280
Mo

DNA, BNA, hommones, cytokines, immmne
cells

Lixembourg based, monocentric study

As University of Lixembomrg staff membsers
will participate in this stady, 1t will also be
submitted to the University Ethical Review
Panel




EpiPath 202 13 { Deletad: V1
:\:“1“ n

" Dbtk 32
Table of Contents
1. Saentific Collaborators & study locations pé
2. Project outline B
3. Saentific backgromd -
3.1 Aums of the proposed Study pld
4. Study design =
5. Protocol <)
5.1 Recratment i
5.20utime of the two expenmental visits pl2
52.1 SLST protocol pl3
5.2.2 Chimcal Psychological evaluation pl3
2.3 ELA evaluation -
524 Cardiovasculas evaluation :
5.3 Sangple / Data Collection plé
5.4 Onlme follow-up of URTI pll
5.5 Laboratory assays o
3.6 Power Calulation pis
5.7 Rusk assessment p0
6. Informed Consent &
7. Data Management p2i
8. Insurance and Funding =
9. Inveshgator profiles N
9.1 Pnor work of the mvestigators P2
9.2 Relevant publications from the laboratory P
10. Description of the laboratory P23
1. Bibliography p2s



EpiPath 20245 13 Dedestend: V]

| Defetert: 11

Deedestront: 02

List of Annexes

Informed consent document
Participant information document
Visit 1 exclusion criteria questionnaire
4. Visit 1 Visual Analogue Scales
5. Validated Questionnaires
Including:
Childhood Trauma questionnaire
Eelationship Questionnaire
ARSQ (Rejection sensitivity)
Parental Bonding Index (PBI)
Family Adaptability and Cobesivenes: Evaluation (FACES-IV)
Rosenberg Self Esterm Scale
Beck Depression Index (BDIT)
International Physical Activiry Questionnaire (IPAQ)
6. Online URTI Reporting Svstem Questions
7. Parental Interview Outline
8. Letters of Support for Recruitment

9. Rarticipant ELA questionuaice

O

o
b



Abbreviations:

ARSQ dbreviated rejection sensitivity queshonnaire

BDI Beck depression index

BP blood pressure

CAMI cardiovascular-mental health-immmme

CIEC Centre ¥ Investigation Epidemmologique et Clinigue

CTQ childhood trauma questionnaire

ECG electrocardiogram

ELA Early life adversity

FACES-IV fanmly adaptability and cohesiveness evaluation

1L interlenkin | Delleterd: FAS  foatal aleohal
PAQ infemational physical achvity questonnaie Il e

hMeDIP-Seq Methyl-DNA Imnmmoprecipitation-Sequencing = Formmttad: French (Stzedand)
NGO non-governmental crganisation

PASAT paced auditory serial addition task

PBI ing index

PBMC penpheral blood monomclear cells

PCR polymerase chain reaction

SECPT socially evaluated cold pressor test

SIST standardised laboratory stress test

Um unicue 1dentifier



1. Scientific collaborators:

CEP-Sante - CIEC

Contact: Dr. Manon Gantenbein / Amna Chioti MD

Eaole: Climical Centre where the experimental visit 1 will be parformed
University of Luxembourg

Contact: Prof. Dr Claus Végele

Raole: Chinical psychologist and responsible for experimental visit 2

University of Trier — Research Institute of Psychobiology

Comtact: Prof. Dr med. Harome Schaechinger
Faole: F.esponsible for Laboratory stress test, and psychophysiological measurements.

CEP-Sante - Department of Public health

Comtact: Dianie] Witte MD PhD

Eaole: Consultant populstion epidentiologist
Study Locations
1 CRP-Santé

Centre d'Tovestization et Epidémiologie Clinique

1A me Thomsas Edison,

L-1445 Smassen

Tal: <352 26 970 201
Fax: +352 26 070810

L-7220
Tel: +352 46 66 44-9735
Fax- +351 446 66 44 9335
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2. Project outline

EmPath mveshgates the mole of a well-defined health defermmnant. 12 exposure to early Lfe
adversity (ELA), mﬁe@ﬂqﬁmﬂufﬁmmﬁtmsmaﬂnlﬂy)ﬂhhrg&tpmﬂaﬁm
mdnuhahhadexpﬂumﬂsmmﬂ.&kamkﬂ!yhaﬁanmaﬂdn&kfm(ﬂ
cardiovaseular and (1) mfections diseases as well as for (m) mental health problems and ()
stress-related condiions. Using a mmltidvserplinary approach, this project explores the role of
epigenetic machamsms, by collecting large quantibes of epigenetic, emaronmental behaviowral,
and psycholomeal data from these indnaduals, as well as fimebional data on the status of ther
mmmme cardiovascular, copmifive and stress respomse systems Inteprating fanctional
behaniowal, emvironmental, and epigenetic data will provide a broad and woque meight on the
influence of ELA on the development of disorders that become manifest m adulthood

The kypothesis of the stady is that F1.A result in characteristic epigenstic methylation patterns m
blood cells whech can be detected by advanced Medip-Seq. The high-reschsion penome-wnde
approach results in a large data-set that wall be meintaned for follow-up or complementary
studies on the effert of ELA on other phymolomeal systems bevond those mrrestizated by
EpiPath It 15 exvisaged that the cobort will be mamitamed for firhore shedies and for following up
on the observations made m this project.

3. Scientific Background

ELA and stress as risk factors for major public health dizeazes. A recent mets-anabysis
confinmed that severe ELA 15 among the most robust nsk factors for three major public bealth
problems: mental disorders (e.g depreszon, attempted mocde [1-3]), cadiovascular disease
(e.g. 15chermc heart disease [4], stroke [1] and hypertension [1, 4, 5]) and upper respoatory tract
mfections (URTI [6-B]) and =zns of reduced mnmmo competence [1, 9, 10] collectively referrad
to here as CAMI [11]. In particular, maternal separation during early Life led to a sigmficanthy
merezsed nsk of psychotic, mood and personabty disorders even 60 vears later [13] Alko
psychosoctal stress 15 a well-known and ghly sigmificant sk factor for the above public health
CAMI problems [13].
DNA methylation links the environment to the gemome. In mammalian cells, DMNA-Cplz
methviation plays an imoportant role m the regulation of gene tramserption and silencing [14], and
15 considered one of the principal interfaces betwesn gepome and emronment [15-17]: it helps
explan phenotypic vanations in humen populations caused by the environment [18]
CAAN snd an altered stress response have been associated with epigenetic methylation in
PBMCs. Cardiovascular diseases such as coronary arfery disease have been associated with
mereased global DNA methylation levels [19, 20] and lower methiation levels in the promoters
of some genes (eg JGFZ [21]). Sumlarly, m cardiomyopathy differential DINA methylaton
mrversely comelated with the expression of anmogenic genes [22]. In rodents, maternal mitrihon
modulated the methvlation of remin-angiotensin system genes, and 25 a result blood pressure [23].
-J.ﬂ:ccrdi.__n vacent work bx' the applicants has idenhifiad 2

L] 3

voung adults nf I age ,u:ullal to EpaPath participants
E% mean age 23 vears oldl, systohe BP was peasurved

gREEE

:.. : before, chongz and after 3 two minte cold presson test. As

¥ (1= E] £

x §

CIE L T 3, Jc

haoe basibra rres eed e

e tiivl’ vintwidminn

wmm-
B a38pe b0 [24] conelated nesatvely wath the baseline systohe blood

I R TR TR
Homm pamrmr 1F e st




a‘hon 1e"e|_. shoned ._h:Lt ]-Jwel n:eﬂr latu:-n donors h:s-:l a I:L.ahrﬂ BP Thrm,-'-_hn:ut the u:'tl._.

pressor procedure. melnding a isher stess induced Eal BP. This appears to share 3 common
me&uﬂ.un with the =t remin-ansotensin "."tem miods] above. since the slucocoricoid receptor

Immume fimetion: MNormmal and mmpaired mormme fonctions are suscephble fo  epigenetic

methylation e.g. differential methylation of the IL-4 and JFNY loct in normazl Thl/Th? bymphocyte

differentiation [28], or global hypomethylation of DNA and low levels of DNA methyltransferase

activity In systenme lupus eryibematosus [29]. Inhibitors of DNA methyltansfease acinaty,

redure plobal methvlation and are susceptble to induems lupus [30]. In rheumatosd arthritis

nrﬂlﬂahmnfﬂuﬂ.-ﬁgmemmsdvmrdmdmﬂlmmhﬁedmuphaggﬂﬁ
expression [31].

Mental Health: A role has been proposed for DMA methylzton in major depressive disorder
(MDD:; ez PRIMAI[32]) and other mental disorders [17, 33]): e.g. several anfi-depressants alier
piobal and gene cpepific methylation levels m the rodent bram. 3¢ part of their mechamsms of
acton [34, 33]. Methylaton of the serctonin tansporter (3-HTT) promoter exacerbates
behanviowral stress reactivity in monkeys, and increases the nsk of mood disorders [36-39].

Stress responze; Stress response genes have been clearly showm to be suscephble to eppenshc
methylation. E g, lippocampal glococorticord receptor (GR) expression, essenfial m regulabng
the stress response 15 susceptible to DINA methylation [27, 40]. Methviation of the rat promoter
1;, orthologous to the buman IF, lowers Gr 1y transenpt levels and alters the stress reactmaty of
rats throughout life [27, 41] We have shown m particular that the 5 luman GR. promoters known
to be active m blood lymphocytes (1D, I, E. F, and Hj are all susceptble fo epigenetic
methviztion [42, 43]. Methylation level: in thess promoters were stochastic and umigque
suggestng lighly mdividuzhsed regulation of GE levels [43, 44].

All of the above and many other siudwes have shown that stress and CAMI disease entites are
assoctated with dufferential epigenehc methylanon m PBMCs. EpiPath takes am identical
approach, usmz PEMC methylation a5 a surmogate for other organ systems. Previoushy, we have
demonstrated that the predomunant CD4 and CDE lymphocyte subsets both have smular
methylation levels at least wathin the most important nmume response genes of 2 same donor
[43] mdnﬂhﬂah.onlere]sufmstmmﬁecﬁadmﬁﬂm

ELA influences the stresz response via epigenetic methylation. While the above examples
show that CAMI have been associated wath differentizl DNA methylabon m PBMCs, the
mfluence of ELA on methylation in these condiions bas so far recerved hittle attenbion In
confrast, there 15 strong evidence of the modulation of methylanon by ELA affecting the sfress
response. In the rat model of ELA, pups receiving poor care have a2 more responsive HPA axs
throughomt thesr hives [41, 46). Low maternal care associated with a low Gr expression [41] and
lugh levels of methvlation (80-100%%) of a fully conserved key Cp(s site n promoter 1, m the
hippocampus [27, 47, 48], However, the situation is so far less clear in bumans. Methvlaton
levels of the GR. IF promoter in newborns was sensitive to maternal mood durng pregrnancy, also
altering the HPA siress reachvity dunng infancy [49, 50]. In the Dhotch lunger winter cohort the
observed association between (GR. promecter 1F methyiztion and the adult sivess response was also
explained by emvironmental mfluences {e.g. education, hfestyie) but not necessanly by ELA [31].
ELA may act via the stress response system on CAMI. Multiple studies have shown very lngh
rates of co-morbidity and common nsk factors between these disease entifies [32, 53] Alterations
in the stress response system, paricularly the HPA axs are believed to play an importamt role, ut
the exact mechanisms Imking them to ELA remains elusive. A poor early hife emaronmment has a



EpiPath i2024042013 __{ Deleted: V1

"'“"{ Dedeted: 12

| Dedetedt: @2

lifelong effect on the stress response m both humans [34] and animals [55-57)]. In rodent models,
mzternal separztion results In an exaggerated stress response later m hife [58], wiile in humans
both blunted and elevated cortisol responses to stress hawve been observed after ELA [34, 59].
Such mereased, or prolonged stress reactions predict cardiovascular disease nisks (reviewsd m
[607), especially, hypertension [61], pre-climeal atheroscleroms [62, 63], and stoke [64].
Simmlarty, hyperactivity of the HPA axas 15 the most consistent endocrnne abnormalifies observed
in depression over the last 40 vears [65]. Among the many psychosocial parameters mmvestizated.
stress had the strongest association with susceptibality and outcome of URTI [66] Conversely,
psychological mtervenfions aimed af stress reduction significantly reduced the duration of URTI
and mmcrezased sIgh levels, mﬂlmmmspamshng n‘ueral}laa:ﬂo]luw-nppm:lnd ['EiT]
Adoptees with ELA. A
work of Gummar 2 al [68-70] ha" clearly _abnwn_:utmmm.h.ebeﬂmsutmm_» paid emploves
caregivers who work in rotating shifts. are wniversally in charse of a relatvely large mumber of
\_l'uldren_ mﬂ:u atios afmldchamgw_r rezularty enc Ldmg}ﬂl Thas. ]:n. defimifion. EEI.IJ.L
7L
Thas lack c-f:;tatue cmegcerl_»thenr;t potent stressor cwrently known for howen (and non
Iman pmnete) infamea[ 73] mdlthasa.subeeu:&m:.ﬂ:aﬂhelz_k of 3 stahle carer in what

would otherwise be cumldﬂm an ennched emiromment sismificantiy alters both socizl and

Fv! = 73-75]. Here we summarise results from | Deleted: In the bt 1960s and sacly

Mﬁmﬁgaﬁngﬂﬁhﬂnskaﬁsﬁessmmﬂ@eesmsmlﬂcm Mw;mﬁumnﬁmiuph::pu

Porological sequelas: The psychological development of these adoptees has been ﬁ:llmradb].r\ = e o Sovie bloc, panicelarky Som
the English and Romanian Adoptees (ERA) study [76, 77]. The authors identified at age 6 a series ot bty e
of depmvahon-specific psychological patterns (DSP) concluding that quasi-sufizm (Q-A), - 4

disinhibited attachment (DA) insttention and over-reactivity (U0) and severe cogmitive { Deleted: Rommine

immpamment (CT) persisted to age 11 and 15 [78, 79]. At age 15 the seventy of the outcome
conowrred with duation of insttubonalisaton (= or =6 months)[B0], The pswchologieal
assessment suggested that “the majonity would ultimately be able to bold 2 job and e
independently, but it remams to be seen if this 15 the case™ [78].

Cardiovascular risk: There iz little data on E1A in adoptess and cardiovascular risk facters. The
Minnesota International Adophon Project (MLAP) observed an increase in sympathetic tone at
age 10-12 m late adoption'post mstfutionahised subjects [69], concordant with the reported
protective anfi-inflammatory role of parasympathetic fone mn cardiovascular disease [81].

URIT risk: There 15 curently no datz on mstiohonahsed cluldren and the nsk of URTI m
adulthood. EpiPath will provade such data.

Stress response: MIAP demonstrated distwhbances m the HPA axs which mereased wath the
m&mmﬁmm:ﬂdwﬁbrﬂﬂTmmtdmmﬂugmﬂv

low mesponsiveness of children at age 12 EpiPath will recruit donors 2t an age at which ! Deleted: Subjects adopeed Fom ]
laboratory stressors can be reliably used [R2]. Fommmen orphamage: o mow machmg e |
DNA metlpdation: In a hoated methylaton study differential methylafion was observed m

mmmne response and cellular sipnalbng genes, and were also cbserved in inshiubionalised

chaldren at age 7-9 [83]. However, in these chuldren there were no data availzble on the ELA or

subsequent physiological and psychological sequelae.

Crvarall, these studies have all shown that adversity such as institufionalisafion in early life causes

mental health problems, as well as altering the HPA axs response and mmportant cardiovascular

readouts.

Working bnpothesis,. We suggest that there 15 3 specific epigenstic response pattern to ELA
which enhances the susceptibility to 2 wider spectrum of CAMI pathologies, providing 2 “lugh




n=k” backsroumd for these diseases. The echamced suscephbibfy of dewelopmz CAMI
pathologies may depend both directly upon penome-wide epigenstic modifications as well as
mndirectly on the altered stress response and poor stress adaptation.

3.1. Aim of the study

The ovemding objective of EFIPATH 15 to undestand the mopact of ELA on epigenetic
methylation and the consequences for the stress response system and CAMI, four of the most
important public hezlth burdens.

Thus EpiPath wall:

1 Identify measwrable biochemmcal and physiological markers m early adulthood that are
assoctated with severe ELA

2 Identify penes, genommc regrons, epgenetic patterns and pathwayvs fat are susceptible to
epigenshc modnlation by severe ELA

3. Relate these epipensfic patterns and altered pathwayvs to the results of the
finchonal'physiological evalustion of the CAMI and the stress response system.

4. Both ELA and psychosocial stress are nsk factors for CAMI pathologies. EpiPath wnll
provide chues whether EILA associated impamed stress response 15 a common nisk factor for these
3. Identify charactensties of ELA (e g dwation of instifutionalisanon, level of deprmvation,
tme) that are particularly detimentz]

6. To examime the fimdamental nature and identify charactenistics of epigenstic methvlzhon
mﬁ:ﬁedbysmmﬂ.ﬂ,ﬁpemﬂlynﬂhrﬁpedmﬂﬁmhyufﬂmmmgwm
implicated (e z genes, promoters, CpG 1slands, or Cpl sland shores).

T. To examime the sigmificance of epigenetic modifications in cirenlating mwmme cells with
8 To re-examine the use of PEBMCs as swrogate readouts for methylation levels relevant for
other crgan systerms in parficular those wmvelved 1n the stress response and CAML

4. Study design

Ths 15 3 monocenine acedenuc observational study of the effects of ELA m adult pathology. A
group of young adults having expenenced severe ELA adopted by fammbies Iving in Luxemhourg
will be reenuted, together wath a swmtable control group (Section 5.1). All subjects will be mmated
to two experimental sessions (Section 5.2, where amongst others a standardized laboratory stress
test (SLST; vasit 1) and a routme climcal psychological interview (visit 2) will be performed.

All donors will undergo the full SLST protoceol and chmeal mbterviesr. It 15 ot emvisaged that the
ELA and control subjects will be sub-divided into donors recening the SLST or a control (warm
water) condifron.

The travel costs of the donors will be re-tmbarsed 1f necessary.

5. Protocol

5.1 Recruitment

Adoptions m Luxembouwrg are under the supervision of the "Central Authonty for adophions”
(Autorté Centrale des Adophons) of the Mimstry of Fammly and Integraton (Mimstére de 1a
Famille et de 1" Infégration). Orgamzations that are nmvolved n adoptions ars accredited with this
Central Authority. The largest and most important crgamisation 15 the Luzembourg Bed Cross

10
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which operates the Maison de I'Adoption and the Serice de [Adoption This argamsahon
promotes adoptions from all countries mncludng Eastern Furopean and developing counfries.
Most other orpamsations have specialized according to countnes or geographic repons.
Participating organizations. The Mimstére de 1z Fapulle and the Auntorte Centrale des
Adoptions are highly supportive of the project (see letters of support, Annex §) and together with
the G0 and the adophion assoclations operating in the late eighties azd early mmeties have
offered their services for contacting and recnuting the participants:

The Dhrector of Intermational Solidarity (Mr. Mare Crochet) of the Red Cross has agreed
to parbicmpate with both the Maison de 1" Adephon and the Semice de 1" Adeption. Both of these
degartments have the contact detals of more than three hundred adoptess and their fanubies many
from situahions where ELA was experienced.

Foumanesch Kanner an Moud has volunteered to help with the recrmitment of adoptess
from Fomama duing the early nineties. They have contacts bsts of 124 adoptees that were
adopted by ¥0 frmbes,

’ Amicale Inferpationale d’Aide a 1'Enfonce ashl (ATEAF) have been active dunng the

required fime period with ministernial acoreditation from 1993 oowards. asmistne in adoptions

]

| Formatted: Engsh (UK.}
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Traumz Cuestonnzre, Parental Bondmg Index. and Relabonship Cuestionnanres will be part of
the psychological charactensation (Section 5.2.1).

Recruitinent strategy for control subjectsz. The ideal comfrol cohort would be ether (1)
senetically matched mdividuals witheut ETA and parent-raised and fully integrated socially and

language wise m Luwembouwrs; or (1) parent-rmised Liembourmsh subjects ez, non-adopted
siblings from the same fanuly with wneventfol childbood: or () parent-raised Liccembowrgish
age and sex matched indraduals with wmeventfol childhood Prnecipally we wall recrmt non
adopted siblings. From the same famly, adoptees will be recrurted and tested before the control
siblings wall be tested Also the confrol group will be tested for ELA and a cut-off on the
Childbood Trauma Cuestionnaire, Parenfzl Bonding Index. and Belafionship Cuestiormaies wall
be defined beyond winch the control donors wall be excludad

In case we were unable to recruit sufficient mumbers of non-adopted siblngs we wall recruit age
and sex matched Luxembourg parent-raised chuldren wath mo history of ELA from the immediate
social corele of the adoptess.

Inclusion'excluszion criteria for controls. Exclusion cnteria for control subjects wall be any pre-
existmg chronie health problem or any form of early bife adversity, such as drvorce of parents, or
the death of a close melative (e.g. parent or siblng) efc. Control donors will be charactenised the
same way as the adoptees, and those with questiormaire scores above a predefined level will be
excluded We do not envizage problems wath the recrintment of the age and sex matched control
group s we can recnut sutzble donors without 2 history of ELA from the general population.

The actual contacting and recrmtment will be coordmated by a dedicated staff hired by EpiPath.

5.2 Ouiline of the two experimental visits

Fizir 1: Visit 1 mehudes a SLST, questonnaires, blood samplmg, saliva collection and
cardiovascular / autonomic nervons system evaluaton. Blood and saliva samples will be obtzined
befiore and after the SLST fo assess the neuroendocrne response to siress and the effect of stress
on immmne funchons. Cardiovasenlar and autonomme nervous system fimetion wall be monitored
non-myvasively under resting conditions and 1n response to stess. A compufer or paper based
senes of questionnaires to evaluate key personahity and cogmtive fraits will be answered affer the
completion of the stress test Buccal epithelial cells wall be collected prior to the SLST. Figare 1

below smmmarises the schedule of collechon of vanous samples during visit 1.
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Donors will be asked to sign the mformed consent exther prior to vimt 1, or mmmediately upon
thear armval for vist 1. Subjects wall be asked to complete a questionname (Annex 3) covermg the
exclusion critena prior to staring visit 1

Arrivval Selva  BP ECTA Biood Plasma
Liine sample - @ H -@p — EVWS(LPSandConk) — Cylo H
Buccal swakbs R IGH, B, e DIP-Bes,
MR imdlation

= I H

- 5 H

== = — ICR, W — |gE.Cyla, H

Stress - = 15 H _ES 2] : ;

- T H -@R - H

- 45 H

- B H -@gp — R, M —  Cyto, H

— 75 H

4 a1 H

- 15 H

- 1M H -@gP — ICR, W, —  Cyio, H

- 1EH mAe, | ol ion

- 151 H

- IES H

- 1 H -gr — TR, It
Psychological

BF -Blogd pressurg

quﬁtlﬂlﬂa.l‘ﬁ EVS —Ex o shimulaton
IR —Immuna cell redistribotion
fitd  —aC071 b0 Inflammatony markers
Departure Cyto  — Cytoling lovals

H = Hormones [oonsd, ACTH...)
Figure 1. SLST (Visit 1) Schedule

Fizir 2: A chimical psycholomeal evaluation, “Visit 2°, will be performed to assess mental
disorders on Axas [ and IT of the DSM IV-TR using a stoctured climeal interviewr (SEID-1 and
SEID-II}. The SEID vields hfetime-, pertod-, and point-prevalence rates for the following mental
disorders: all amoety disorders, all affective disorders, hypochondrias, somatisation disorder,
comversion discrder and pain disorder, substance abuse and dependence, bulipna nervosa and
Al wimat 15wl take place at the Clmicz] and Epidemmolozical Investigation Center (CIEC) of the
Centre de Recherche Public. The CIEC = lighly qualified and certified to conduct climical
mmmnfﬂmmmwﬂ.ﬁg&mmﬂm and are highly expenenced
m chmeal studies (hitp:/'werw.cp-sante ln'Competence-centers'Clmeal-and-Epidamological-
Investigation-Center-CTEC and hitp:/fwarer hoxelin ln ). Vistt 2 wall be performed at either the
Fesearch umat INSIDE of the Unmversity of Lictembowrg, or within the CIEC, dependmz on the
space available within the CTEC.

5.2.1 SLST protocol
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A standard laboratory stress test (SLST) consisting of the “socially evaluated cold pressor test™
SECPT [84] combined with a “paced mmditory senal additon task™ PASAT [85] wall be
performed. The PASAT has been successfally used to induce mental siress responses [86, £7] and
the cold pressor element 1= known for mony decades to mduce stress [B8]. There 15 a lot of
experience of bow to measure and medically supervise cold pressor tests with the purpose of pan
mduchion /| mezsurements, autonomue nervous system function testing [89] as well as stress
induction [#]]. The cold pressor element 1= considered unspecific mn that 1t may be apphed to any
limb and the head (typically forehead]). Here, the proposed vanant of the test [84] consists of
placing both of the subjects” umclothed feet in cold water (/- 4 Deg C) for a limited time period
of 3 nunufes. Subjects will be mformesd that they may withdaw their feet from the cold water at
any time of the expenment. However, they will be encouraged to keep their feet in the cold water
for the entire test period, dwing which the PASAT will be applied. For thi= purposa, the subjects
will be presented with an audic recording of 60 one-dizit mumbers wath a shmmbos ofterval of 2.5
seconds. They will be asked dunng each interval to calculate the sum of the two lzst mumbers
heard The subjects” responses will be recorded on audio-tape for post hoe analyas of thew
responses. Dunng this peried the subjects are soctally evaluated by experimenters in the teshng
room. Subjects may then dry thewr feet marmally and replace their footwrezr.

Before, dunng, and affer the test subjects’ autonomec and cardiovaseular activity markers (ECG,
blood pressure, electrodermal actrvity [91-94]), subjectrve ratmg=. and blood samples wall be
assessed by established procedwres. ECG wall be mezsured wsing a standard electrode IT
confipration and electrodermal activaty by thenar and hypothenar electrode positions with a
Biopac MP150 system with ECGl00c and GSE100c amplifier module or similar. Physical
activity will be concomitanthy measmed with 3 svstem compatible with the BioFac ECG. to allow
e cogection of acthgby elated ECC apd recpimtory gpteficts, Cnff measred BP will be
obtamed as outlined m Figure 1 during the preparatory penod, immediately pre- and post- stress
as well as during the post stress awakemng period using a standard automated cuff device such as
a Untikon Dimamap 5X1846. Dming the SLST beat to beat blood pressure wall be recorded using
a Finometer PRO {or simlar) fo prowide non-mvasive hemodynamic estimates, such as stroke
volume, total penpheral reastance and cardize oufput as well as pulse rate (varabiity) and
baroreflex senmitivity of heart rate control Subjective ratings wall be recorded om a wisual
analogue scale for pam, stress, energefic arousal (awake = sleepy), and amwaety. Paper based
visual analogue scales will be used and subjects will be asked fo place 2 cross on the scale
mdicating how they feel for each component. The VAS are meluded as Anmex 4.

After the completion of the SLST to enswe adherence to the post-stress recovery penod, as well
as epsunng 2 uwmform and full development of the stress meaction, subjects wall be asked to
engage in low arousing button press and decision games, including watching un-arousing prchoes
and videos. Vist 1 will last appreeamately 4 hours, dunng this time subjects will have access to
snacks e g hiscmts and donks e.g. tea, water, fnuf e et
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The SIST mduces a modsrate psychosorial and physical stess that 15 wathin nomoal
physiological linuts. The cold stimmilztion element 15 clearly aversive, but something that subjects
will likely have experienced on a volumfary basis previcusly e g meking spowballs wathout
gloves, or standing with their face exposed duning winter fime, winfer sports, or simmlar. As such
exclusion criteria of the SLST are limited to the subjects’ mahility to place their feet i cold water
for the required fume. We will specifically ask for signs of Raynand’s syndrome or any evidence
of cold agglutimm disease, as well as pre-easting artenial hypertension. These pomts are covered
in the imtial questiorname (Ammex 3) and mn the inihal blood pressure momtonng.
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The subjects’ ebigibility for the blood sampling and the SLST wall also be subject to the
supervision of the medical professional in charge.

5.2.2 Clinical Psychological Evaluation

FParficipants will be psychologically assessed wsing a stuctured climeal-psychologrcal interview
{SEID-1 and SEID-T) that allows for the dizpnosis of mental disorders on Asxas I and I of the
DSM-IV-TE. In addition, paricipants will be asked to fill in a range of questionnaires designed
to assess ELA and related personality constructs (e g attachment secunty, rejection senmtrvity,
depression, self-esteem) as outhned in sectton 5.3, All psychological assessments (e interview,
questionnaires} are routmely used m research and chmeal practice, and are available in English
and vahdated German franslations, All assessments wall be camed out by 2 specially tramed
poychologist under the supervision of a chartered Clinieal PsycholomstPaychotherapist (Prof. Dr.
Claus Vogele) There are no confra-indicafions or exchision critenia specific to the Chmical
Paychological Evaluation. A copy of SEID-I and SEID-IT 15 avalable upon request.

5.2.3 ELA evaluation

In addihon to the psycheological evaluation, data will be collected on the pre- and immediate post-
adoption period from the donors and their parents. Donors will be asked to give ther informed
consent for EpiPath imvestigators to contzet their parents, and perform either face to face or
telephone interviews to document the mdividuals’ the pre- and immediate post-adoption perod .
inferview 1s given m Amnex 7, the parents will be asked to agree to the audio recording of the
IntETView, ﬁeitdyamsnuﬂbem@lmmd,mithgnﬂlbeask&dh}pmﬂdeadmtﬂbﬂl
consent to their participation. A sinslar guesticonaive has 'a-eeumdudeu fo me participants to

Lthd]:u::-:d BV &1:.1. raported ) a.l.'.d !he d:.u:mu:-n fimum of m'?:nitan.JL..hoa:,] of EL-"; wﬂ be
mna_mwed "]:cru::.u l:l'l'.‘E'tI.l:IEII.aJIE" (Anmex 3 Rp_ha]:ﬂe J:I:I.E:I:IJIEEBEELt afthe frequency ._|:ui seventy

Juu:-:u {annex 5} are scu-ed. al::d _»ereral 'H::.lﬂhﬂl.d.. have been g@nmr:r.ta]lv {:E\‘em.uued as

comresponding to different levels of percenved traumatism and has besn validated as a
classificatory diarmoshe tool [95)

Threshold scores for CTO
moderate fo intermediate nome
smotional abuse = k] 8-13 =8
physical sbuse =10 710 =T
| canalabis =8 =5 =3
= =
Evs:cal neslect =10 T_1D =7

the CTO) 15 a subjechive measure of the parficipants’ perception of thewr E1A it has

I:-Bau rahnbh wsed :|_ a laan numb-a af 'rl.u:l.le-' fi mﬁ'&,@ the Eﬁ'ac'.': of El..i‘l on a:ouehr

5.2.4 Cardiovascular evaluation
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x:!rdlm—ﬁcu_al h&a.'lm S:r'a_u m&u.:&. m@ sLges |.1:LTJ:|.e cazd.!maﬂ:l.ﬂa: sVSten &2 INCcTesses m
beart rate (HR). cardiac shoke volume, and artenal blood pressme (BF). These changes are
ccu:.l:rolled ]:w WD bra.t...'l:ue; aof the ANS. sz;ﬂ*ﬂ:ﬂuc v.r:!hdlawal cuﬂi:libutlzs to the 1.1:.11131 I'R

nml:tmn n th& case of acuie da:'_ﬂer "Imre-.'er thErE 15 :mmle E'..'Jdmce thzt fmq@r expoTmE to
shress a.mi e ﬂmated cardionascnlar stress reactivity airs carc:m*as*“u]ar h.ealth. A recent

system actvity md 1:- u:u::d pressure [97] a.t:d th&.e TESMOnSes 'Dl‘ed.'l.':’f lm:gg_m b]u:»d pressure

dE'.PJEE [98]_insulm remstance [99] as well as coronary artery calcifiestion [100]. Blood
Eiesaure pespopses to the cold prescop fest 101] bhave beeg chown to oredict the develooment of
axtenal bvperfension jp later Iife,
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5.3 Sample / Data Collection

o

Blood Samples

As soon as donors amive m the CIEC traimed personnel (doctors, marses, or lab techmcians) will
imsert an mdwelhng miravenous canula for blood collaction 1 standard anfti-coapulant, or EMA
stabibser treated tubes. Blood samples will be collected before, dunng, and after the SLET as
ocutlined m Figure 1. I 15 anficipated that a masonmm of 200ml blood wall be withdrawm, with an
absolote mamvmm of 250ml being tzken. This 1= m hne with all our previows CHEE. approved
studies e.g. Avis No 20100102 Version 1.1

Saliva

Saliva samples will be collected before, dunng, and after the SLST as outhned m Figure 1 wath
sutzhle absorbent swabs such as the Sahmetrics Oral System The rhythm of saliva sampling 15
1denfical to that m a previous study approved by the CHER. (Awvis Mo 201001102 Version 1.1)

Bueeal epithelial cells

Buccal eprthehizl cells wall be collected wpon amval at the CIEC (st 1) with a2 swiable saab
such as the Isohelie SE? sy=tem Cells will be collected by mbbing the swab for 1 mmnute against
the m=ide of the subjects chesk wsing reasonable, firm and sohd pressure.

Urine
UpmmmlatlhﬂC[EC{mtl}ﬂ:h]mmﬂbeg\maﬂuﬁbhplnhtcmmmdaskadm
provide a commlete nechon when possible dunng the expenmental visit

Questionnaires

Three howrs after the SLST participants wall be asked to reply to computer or paper based
questionnzres Including the Clildhood Trawma Creestiormaire (CTQ), which provides a reliable,
vahd screeming for a history of abuse and peglect [102] Relatonship Cuestonmamwe (FOQL).
measunng attachment secwity [103]; The ARSQ) asseszing mejection sensiivity [104]; Parental
Bonding Index (PBI}, a post hor parent—child relationship quality assessment [105]; Fanuly
Adaptability and Cohesvensss Evaluation (FACES- IV), measming family perceptions [106] and
the Rosenberg Self Esteen Scale [107]. In addthon due fo the suspected hnk between DBA
methyiation and mood disorders, the Beck Depression Invenfory will be used [108]. As a
potential co-variate mn the cardiovasenlar measwements phyvsical activity in the preceding week
will be measured using the Internztionzl Physical Activity Cuestionnaire (TPACY) [109].
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Copies of the questonnaires are included as an annex to this appheaton Cestiormames wall
either be presented to the parbicipants as paper copies that will be idenfified by the umique
1dentifier, or on a computer based system, where data will be stored m assomiation with the UID
only. To avedd inconsistencies due to the use of different franslations, participants will be
presented the questonnaies m German only. All subjects have erther been bam or adopted mto
Luxembowrzish fambies, and been educated m the Luxembowmzish school system, and should
have an adequate level of German An madequate level of German & an exclusion cntena for
participation in the study.

If responses to questions m e g. the childhood trauma queshonnaire rzise cause for concem, these
will be followed up in the chmical psychological evaluaton, and if necessary snitable acton will
be taken by the responsible clinical psychologist using standard protocels.

5.4 Online follow-up of URTI

Participants wall be followed up for a 1 year peried. Using an onbine self-reporting system donors
report monthly on URTI symptoms {symptomns, seventy, duration mumber of working days lost to
URTT) uming previously apphed measures [8]. The onlne reporing system will also mehnde
questions an asthma, and allergy svmptoms. The LimeSwmvey system (mranwr limesurvev.org) has
previously been used within CRP-SANTE in the Furolight project (wenwr.eurohight-online en).
Thas system wall be used m the same manner as m the previous CHER auwthorisation (Avis Mo
20120707 v1). Ths system provides secure donor restncted zccess to the questionmaire, and all
donors will access it uwsing thewr umgue stedy ID and a password of their choice. Cluestiommanme
responses will be stored encrypted. and the inveshpators wall onby have access to the
questionnaite responses mn associzton with the UIT. The gueshons meluded m this monthiy
questonnare are inchuded In Annex 6.

To ensure complianee with the monthly reporting, parficipants will be regularty re-contacted by
e-mal to remind them to complete the questonnaire. All participants will be asked to provide a
smtzhle e-mail address.

5.5 Laboratory assays

Lzboratory assays will be performed on hiclogical finids (e.g saliva, plasma or unme), as well as
cellular assays on e.g. whole blood or PEMC ex vivo, and genetic analyses on extracted macleic
acids.

Biclogical fluids:

To assess the effectivensss of the S1.5ST, as well as baseline mmmmological parameters panel of
pro- and ant-inflammatery eytokines (zuch as THFa, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12..} and the
circulzting hormones (&gcmﬂsala.miulh.ﬂslumdhm ACTH, and others) will be
measured by commercial techmaues e g ELISA To assess the immmme polanzation towards a
Th? or atopic response baseline [zE levels and anhbodies agamst vaceme preventable diseases
and common vimses (EBV, HSV-1 [91) wall be evaluated. sIgh levels will be tested m saliva
Addironal anzalvtes may be added as necessary. These assays are labelled Cytoand Himm Fiz 1.
Cellular Assays:

Ex-vivo cell assays: To mimue the effect of stress the response of imomme or buecal cells ax vive
to mitogens (e.z.LP5S, Con&. ), TLE specific shnmh and to specific viral or bactenal anhigens
will be tested in the presence and absence of dexamethasone (10-5 to 10-10 M), These assays wall
be done m microfiter plates on whols biood drawn before the SL5T and the remulting cytokms
secretion (eg TWFe, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12..) evalusted using conventiomal assays
requnng only very low microliter amounts of plasma for mmltiplex eytokme testng (ez.
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Luminex). Additonal cellular ex-vivo assays may be added as pecessary. These assavs are
labelled FVS i Fig 1.

Flow Cytometry (I8 and ICK Fig. 1): Blood drawn at different time penods throughout visit 1
will also be used to measme the expresz=ion of cell surface, mflammatory, actvation markers, and
adheston molecules by flow cytometry using standard staming protocols and markers. The effect
of endogenous stress hormenes on cellular redisiribution will also be mezsured by flow cytometry
as we have previously reported. These assays are labelled A and ICR n Fig 1.

(rther Cellular assays: Cellular protemns will be extracted from stinmlated and ron stomulated cells
and amalysed m erther a protein specific manner ez Western blot, or m a whole protecme
mzmmer, such a5 20-DIGE with peptide mass fingerprmiing and MAT DI-Tof analy=is.

Genetic analyses:

Genormme DMNA and mPMNA wall be extracted from anficoagulated blood or buceal cell samples as
i Figure 1 (MeDIP-Seq and mBNA 1solanon).

Genonme DMNA will be used m EpiPath for the mmmmoprecipatation of methyl-DNA, and
subsequent next generation sequencing (NGS) (MeDIP-Saq). This techmque 1denfifies regions m
the genome that are differentially methylated (DME) betereen o ELA and control subjects
Somcated (sheared) DMA will be imwunoprecipitated with an anti-5-methyleviosme antbody.
MeDIP kbranes will be subjected to next generation sequencing on an TonToment PGM, or other
similar machine. The gpenerated reads will be ahgned to 2 fixed bman reference penomss (2.2
MCBI 36hgl8) uwsing standard software such as Mag (http:/mag sfnet’) or Bowhe [110]
Methylaton levels will be quantified wath the Batman algorrthm [111] or simmlar.

For vzhidstion of the MeDIP-Seq. 2 mmmber of DMEs identified by MaDIP-5eq wall be
pyrosequenced The pyrosequencing will be performed according to our previcusly published
protocols wang 3 Pyromark ID and the Pyo(Q-Colo soffware ((hagen) to measuwre the absohse
methylation levels at indnadual CpG sites [24]. Addihionally, 2 homted mmmber of Infimnm anzys
will be parformed to wahdate the DAME on the penome wade level. Far pyrosequencing vahidation
extracted DA will be bisulfite-treated, amplified by PCE. and sequenced to determune promoter
Messenzer RMA will be extracted and used fo quanhfy transenpt levels of genes found to be
differentially methylated by MadIP-5eq m addiion to kmown stress mduced genes e g FEBP and
GILZ, CAMI related genes, and normalisation genes e g b-Actin, PPIA or GAPDH. Standard
PCE. protocols avalable wathon the laborztory wall be used. Whele genome transcnptomics e.g
EMA-Seq microarray, or PCE amays will be used to finther charactense the penomic response.
Informed consent will be specifically obtzned for these genetic analvses. The genetic anakyses
will be durectly related to the aims and scopes of this progect.

5.6 Power £1]i:uhrmu
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5.7 Protocol risk assessment ] Dentak: §
There 1= a nunor sk of vasovagal fanting associated with the vt 1 of the study, dunng placmg
durng such medical procedures.

To matigate the nsks associated with vasovagal faishng dunng cammula placement and blood
drawmmg dunng the SLST, donors will be seated m an appropnate chair (e g stamdard blood
drawing armchair) and all objects that may canse mpury (e.g. sharp comers on desks, equpment
etc) will be removed from the study area to avoid mury if, m the wmhkely case, fammbng occwrs.
Trained medical personnel will be available if famtms occurs. The nisk of this cecuwmmg 15 finrther
mnimized by online monttoring contirmons beat-to-beat blood pressure changes via a Finometer
moniter dwmg the SLST, wiich 15 standard equmpment m the evalustion and dizgnesis of
vasovagal syncope.

All psychologieal assessments apphed m the cwrent project are rouhmely used m research and
clinical practice with no known adverse mide effects. The psychologist camying out the
assessments will receive special traming and continuous supenasion by a Chartered Chimeal
PsycholomstPsychotherapist The nsk involved for participanis fo expenence adverse meachons
in response to the psychological assessment will be fimther reduced by providing the possibiity
for participants to receive counsellmz duectly after the assessment andfor to be refered to
psychological counselling services in the unlikelv event of this becomine necessary. The chmcal
interview exposes participants fo 3 psvchological shess that 15 equivzlent ar less to sfressos

encountered durine everyday lifs [115-117], | Delutut: 5 fooy wish

Donors will be mformed of these nsks in the parbeipant information sheet (Annex 7) and the
meastres m place to mingate them

6. Informed consent

The recrmitment of partopants 15 desenbed m sechion 5.1. Ponor to enmolment, partcipant wall
receive a partcipant informaton sheet outhmng the study amms and protocol (Amnex I).
Participants wall also be mformed by the doctor in charge, 2 tramed aszistant ar techmician of the
aim of the study and the analyses that wall be performed. Infomed consent will be explaimed and
data will be explicithy explamed to the donor. Consenting donors will keep a copy of the informed
consent form. To preserve the anonymaty of the donor the PI copy of the infomed consent foam
will be the only record of the donors” personal defals and the unique sample identifier (I, Al
particrpantz will be asked to provide ther e-mal address 1n order to recernve remmnders for the
online URTI reporting system and to provide a sutable e-mail address. Donors will also be asked
whather they accept to be contacted m the future m the framework of EpPath or its follow-on
projects.
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In accordance with the specific ethic and data protection law requiremants, donors will be asked
to specifically consent to the collechon of gemetic data. The informed consent document is
meluded 25 Annex 1.

7. Data management

Personal data meluding name address, telephone mewber, and e-mal together with the wmque
wdentifier (alpha-pumene ninmng code 1denhfying study and sample pumber e g PSY-Epi-001)
will be recorded on one copy of the mformed consent only. Thns, the hnk betoween the unque
wdentifier and the donor can only be traced back wang the hardeopy of the mformed consent form.
Arcess to this record will be hmited to the Head of Department (Frof. Dr med Claude P, Muller).
These hard copies will be securely stored n the office of the Head of Department who s a
medical doctor and under the legal rules regarding professional secrecy. All sample fwbes,
questionnares and electrome physiolomcal data wall be labelled wath the umeue identifier only.
Limited personal data (barth year, gender, and the mformation of the queshonmaes as well a5 the
results) will be stored dizitally only m combmation with the unigue 1denhfier. Data wall be stored
anonymously, and only EpPath scienfists and personnel will have access to the data.

Donors will not be informed of the results since the indmadual results are meaningless for the
donoe (fundamental research without divect benafit for the pzhents mvolved). Experimental
results will be stored electromically only m combination wath the nmicue idenhfier of the donor.
Results will be published without mference to the identity of the parhicipating donors m an
anonymous fashion. The donors will be mformed of thew nghts in accordance with the applicable
data protection laws and regulahons.

All data and subject mformaton will remmaim smedy confidenhal People with drect access m
accordance with laws and regulabons (eg, mveshzators, those responsible for quality confrol,
monitors, clinical research assistants, auditors and any persons to cooperate in testmg) will take
all necessary precautions to ensure the confidentiality of the mformation m particular as regards
their identity and to results obtzned This project wall also be submitted to the CHNPD forr
approval

8. Insurance and funding

CRP-Sante will subsenbe a promoters mswrance to cover this smdy. Laboratory work 15 covered
from CRP and FNE Funds.

Both the Smdy Medical Expert (Prof D med. C_P. Muller) and the Study Chartered Psychologist

9. Investigator Profiles

Jonathan D, TURNER PhD, Co-Prneipal Investizator, Psycholmmmmology Group, Department
of Immmmology, CRP-5ante, 204 ree Auguste Dumiere, L-1950 Litembourg: +352 490604 223,
Fax : +352 450686 Ema] : jonathan homenmCRP-SANTE LT

Graduated (B5c, Hons) from Impenzl College (London, UK) m chemustry. FhD from Aston
Ungversity (Bimengham UK) under the puidance of Professor William T Irwin, and Professer H
(Orya Alpar on the development of nasal vacome delivery systems. Postdoctoral trmmmg withm the
research department of Aventis Pasteur (pow Sapofi Pasteur) and the Dept of Inmmmelogy, LS,
Luxembourg. Curently the Psycholmmmmelogy group leader in the IS / CRP-Santé. 200{0-date
D Twoer has authored 22 peer reviewsd publications and has 4 m preparztion in the field of
stress research.
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Clande P. MULLFEE, Co-Prncipal Investigator, Head of Department, Department of
Immmmelogy, P. 0. Box 1102, T-1011 Luxembourg Tel - +352 490604 220, Fax - +352 490686
Emuil: clande muller@CRP-SANTE LU

Head of the Department of Immminology, and of the WHO Collaborating Center for Measles and
the WHO Eurcpean Feference Center for Measles and Fubella, Luxembourg. He 15 Associate
Professor of Experimental Medicime at the University of Hombwz (Germany), Honorarprofessor
at the University of Trier. He teaches also at the Dioctoral School BIOSE of the University of
Maney (France). He graduated as a medical doctor from the University of Cologne, Germany and
a Master of Smence in Chemustry from the Weizmann Institute of Science, Israel Postdoctoral
traming at the Mational Cancer Institute, Bethesda MDD, US4 Specialist in Infernal Medicine He
has praduated more than 50 doctoral students, published over 220 papers m mmmmelogyvirology
and several patents. Academic awards include the Sabin Prize for Faccinelegy in 1995, Deutsche
Bank Prets 1997; Innovation Network, Award of Saarland-Wallome-Rheinland Pfal= 2003, and
others. He has obtzined numerous scientific grants, both from nationz! and intermational (e.g ELT,
WHO) programmes. Prof. Muller 15 a member of the ECTIC Meaasles Mumps and Rubella (MME)
Metwork Coordinztion group (since 2012). Member of the Flezmsh Research Foundation (FW00)
expert panel MED 3 on mfechious diseases in humans and apimals {since 20100, One of the 7
members to the WHO Steenng Committee for Measles (2000-2007); member of the Advisory
Board of the Fraunhofer Center for Molecular Biotechnology and Vaccine Development,
Pluladelphia UUSA (2002-2005); member of the Advsmay Board of EEMIN Industries, Herentals,
Belgium (since 2005} and Eenun's Worldwide Scientific Board of Advisors, Des Momes, USA
(mince 2010}, He has served on mumerous commmuftess and expert panels meluding of the WHO
Measles Programme as a Temporary Scientific Adwvisor since 1996 and other WHO ad-hoc
panels; as an expert-consultant to the Mmistry of Cooperation, the Mimistry of Research, the
Mimistry of Health (L17); prosrammes of the Enropean Union (4th-7* Framework Prosamme),
the Scentific Advisory Board of the University Center of Lineembourg; vanous commissions of
the Chambre des Députés, Luxembowrg (since 1999). He advised the Centre of Dhsease Control,
Ghangxhi Province, China with respect to confrol of SARS and avian mffuen=a (2005) and The
o State Govermment, Migena to control avian infiuenza. Laboratory Accreditzhons missions of
the WHO Laboratory MNetwork (Sarzjewo, Banva Luka, Bosnia-Herzegovina; Blagoveshschensk
Fussia; Bishkek, Ewrmstan, Skoppe; FYR Macedoma) Prof Muller performs extensive
consulting and peer review activities for scientific joumnals, natonal and internztonz] funding
agencies (Luxembowrg, Austna, South-Africa, USA) and national governments (Limcembourg,
Bosma Herregovina, Bigena Eyrgyestan) meluding EU, WHO Weorldbank, FAQ, ete Prof
Muoller has also a long record of expenence in working 1n and with developing countnes m the
health sector and served as a health sector consultant to momerous development agencies
meluding UNICEF, TINHCE.

9.1 Prior work of the Investigators:

This project is part of the ongoing work of the Psycholmmmmelogy team within the Department
of Immmnology, CEP-Santé The Psycholmmwmelogy team was started m 2003 with the
nomination of Professor Muller to the char in Inmminology m the Dept of PoychoBiology at the
Unaversity of Trer. Chver the last 10 years the group has bwlt up considerable expenence m the
transeniptional control and effects of the human ghicocoricmd receptor. Since the inmihal report of
emronmental marmmpulation of DMNA methvlation controllmg slucocorticoid receptor levels m the
rat, we have shown that the buman GF has an homologous stuctore [118], that the conplete
homan Cpls island 15 suscephble to DNA methylation [43], that the repion upsiream of each first
exon 15 an achve promoter that can be epigenstically silenced [42], and that m major depression
(MDD} first exon levels are altered, although perhaps not by epigenstic mechami=m=[24].

n
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Recently, mveshzaimg the mechanisms underhying promoter 1F activation, we have showm that
the fransemption factor EIF] plays an mmportant role m activating the promoter (Alt et al
greater significance than the angle Cpls dimmcleotide levels.
The group has gained considerable experience in chmical studies, a study on the role of the GRLm
fibromryalzia has been performed m conpmetion wath the University of Trier and published m
peer reviewed joummals [119, 120] and 3 postmeortern human bram smody on the GE. in major
depressive disorder bas recently been pubhished [24], and a recent study (CWEE WY 201001/02
V1.1) has enfered the data analv=is phase. Waorking on the fimdamental molecular mechamsoes of
ghacocorhiomd receptor achons, the team has publhished a tofal of 15 peer reviewed papers m the
last 6 wears. So far sm PhD students (4 Summa cum Lande. 2 Magna cum Lande) students
graduated in Psychobology at the Instifate, and cwvently 2 students are working towards their
PhDs.
Univarsity of Trier: Hartoont Schachinger has expenence wath SLST including mental anthmetic
task [121, 122], paced senal andifory senzl addiion tasks [86, 87], choice machon time tasks [86,
87], Trer Social Stress Test [123], cold pressor test [84, 124], chess game [125], bvposlycaemia
[52], lower body negatrve pressure [126], blood loss [127], as well as mbavenous
pha:mamlolngl.cal stiomlation mth yohimbine [87], ca‘!ﬂ:l:u:llmm [9‘4] Dmtls.ul [1"3] and
hm:dj’nm [88], central I:Elmdvnamu:. [129]. endocrme svstem [130], anmnunncnmu:l..
system [92], behaviour [131], and cogmton [132]. He participated m studies on mubjects with
cardmwscnlarnsl;s[lﬂl.md studied phy=miological meachanisms potentially predisposing to the
development of artenal hypertension [134, 135]. Recently, be and his team developed a “socially
evaluated” version of the cold pressor test, winch was able to mduce profound chanpes m
cardiovaseular as well as hormonal measures [84].
Univarsity of Luwembowg: Clms Vogele has  long-standing expenence in the
psychophy=siological mvestization of the effects of mental stress, and the clinecal psychological
assessment of mdnaduals at nsk for developing mental disorders andor chrome plysieal
conditions. He hkas been mwvolved im expenmental work and field stodies to examune
psychological nisk factors, emotion regulation and stress responses concerming all three of the
three major pubhie health problems (CAMI) addressed mn the cunrent proposal. In cardiovascular
disease we have evidence of consthehonzl nsk in combmation with psweholopeal nsk factors for
essential hypertension (e.g emotional coping and anger expression) to mmpact cardiovascular
stress responses to mental challenge in the offspring of essenhal hypertensives [136-140]. In the
area of URTI we have published a quasi-expermmentzl study imvestigatimgz pswcholomeal
resthience factors (e optmm=m percerved self-efficacy) and thew nmpact upon susceptbility to
UETI under stress and no-stress condibons m college students [8]. In the area of mentzl health we
have investigated the role of mumnation as cogmitive nsk factor for mental disorders, ez
depression and andety [141, 142], and have published ongmal aticles [143], reviews [144] and a
monograph on mental health assessment m mdrvduals with chrome physical condiions.

9.2. Relevant publications from the laboratory

1. 5 Vemoechi M. Battello, 5. Schmite. D). Tumer, C.P. Moller Membrane glucocorticowd
receptr achvabion mduces proteomuc changes ahgnmyg with classical GO effects
Molecular and Cellnlar Proteomucs.

2. 5T Tnfonova, M Gantenbem, I D). Twner, C.P. Muller The use of saliva for assessment
of cartisol pulsatile secretion by decomvolution analysis. PsychoMNeurcEndocmmology (In
Press)
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?(11) 1290-1301 (2012)

TM Emmnz, 5. Fkawardham, ME Lin 5F Witzmann (nee Alt) F. Streit 1. Schuelter,
H Baumer, D. Henseler, JD. Twner, CP. Muller, AReif AB Schote, J. Meyer The
chromosome 15g14 locus for bipolar disorder and schizophrema: Iz Cl5wrf53 a major

candidate gene” Joumal of Psychiatric Research 46(1 1):1414-1420 (2012)

AM Billing, D. Revets, C. Hoffmann, J.D. Turner, 5. Vemocchi, CP. Muller. Protecmic
Profilmg of Rapid Non-gencoue and Concomntant Genomic Effects of Acute Restramt

Stress on Fat Thymocyies Jowmnal of Proteomaes 75(7):2064-79 (2012)

D. Henseler, 1.D. Twner, M. Eckhardt, M van der Mark, ¥. Eevain, ME Lin T. Eranz,
Claude P. Muller, J. Mayer. Unusual 5'-regulatory stuchoe and regulaton of the mumne
Mlel gene: Lack of promoter-specific fimetional elements J. MNucleae Acid Irvest (20115

2ell

MDElk, 5F Al Ahoa JM Inezun Lafitte, JT). Tumer, EA TF Lakke T Hhuotinga,

CPMuller, F.G Ehnan,E_'R_thKluetRH de Ejk Decreased expression of
mﬂmmdmwtmmﬂﬂﬂmﬂﬂsphmvnmﬁmmmmof

patients with major depressive disarder. J. Psyeh Res 45(7):871-8 (20113

LCa.o—LH,SCLEI;a.'E_KmnSIB,SE‘ust,.T Meyer, ID. Twmer, CP. Muller

Transcriphonzl control of the human receptor:
alternzative promoter regions. Human Genetics 129(5%:533-43 (2011)

Idenhfication and analysis of

Alt SK. Tumer JD, Elok MD, Lakke EAJF, Mejer OC, of al (2010) Differential
expression of ghicocorticosd receptor tanscrpts in major depressive disorder 1 not

epigenetcally programmed. Pswchonewrcendocrinology 35: 544-56 (20100

Tumer JD, Pelascmu 1P, Macedo JA, Muller CP 2008) Highly indnidual methylation
patterns of altermative glucocorticond receptor promoters muzgest indridualized epigenstic

regulatory mechami=sms, Mucleie Acds Fes 36 7207-7218.

Macedo JA, Hesse J, Tumer 1D, Mever J, Hellbanomer DH, et al (2008) Glucocorheomd
sensitivity in fibrommyalza patents: Decreased expression of corficosteroid receptors and

ghicocortcoid-induced leucine ripper. Pswehonewrcendocrinology 33: 799-309.

Tumer I, Schote AB, Eeipes M, Muller CF (2007) A new trapsenpt splice vanant of the
Iman glucocmticord receptor: identification and tssue distmbution of hGRDelta313-338,

an alternative exon 2 transactvation domain isoform Ann N Y Acad Ser 1085: 334-341.

Schote AB, Twner JD, Schult= J, Muller CP (2007) Muclear receptors mn buman mmmmme

cells: expression and comrelations. Mol Inommol 44: 1436-1445.

Macedo JA, Hesze I, Twner 1D, Ammerlaan W, Guerens A et al (2007) Adhesion
molecules and cytokine expresmon m fibromyalga patients: Increased L-selectn on

monocytes and neutrophils. T Mewrommmunel 155 159-166.

Grova N, Valley A Tumer JD, Morel A Muller CP, et al. (2007) Modulation of behavier
and NMDA-R] gene mEMNA expression m adult female mice after sub-acute adminishahon

of benzo(ajpyrens Neurotmocology.

Billinz AM Fack F, Renaut I, Olinger CM, Schote AB, et al. (2007) Proteomic analysis of

the corbisol-mediated stress response in THP-1 monocytes usmg DIGE techmology. T Mass

Spectrom 42 1433-1444

Twmner T, Schote AB, Macedo JA Pelascim 1P, Muller CP (2006) Tisswe specific
ghococorticoid 1eceptor expression, a role for albemative first exon usage? Biochem

Pharmacol T2: 1529-1537.

Tumer JD, Muller CP (2005) Stuchoe of the glucocorticoid receptor (ME3C1) gene 5
untranslated region- 1dentification. and fissue dismbution of mmitiple new humean exon 1.

Mol Endocnined 35: 283-292.
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10. Description of the laboratory

The Department of Inmmumolosy 1= 3 department of the Centre de Recherche Public de la Sante
(CPP-Santé) and the Isboratoire National de Santé (IM5). The Department was de facto created
n 1992, Smee then it has gradually expanded its scientific actnabies with the support of
competiive research grants from national (CRP-Santé. Mirstere de 1z Recherche, Mimstére de 12
Sante, Mimstere de la Coopéstion, Fonds National de 1z Recherche, Foundsbons) and
infernational sowees (the European Umon DG and DNGEIT, the World Health Orgamzation,
the Deutsche Forschungsgesellschaft DFG, dizgnostic and vaccine industry).

The Department has 3 staff of about 35 scientists, engineers, techmicians, PhTY and MDD students,
Lwdlxmmmshdmandﬂmmﬁmmpmﬂuﬂhmufﬂmmnﬂpﬂdnmw
emedical mesearch goups m Luxembowg, with about 15-20 peer-reviewed international
sclentific publicatons per year (28 only m 2011) and 60-30 conmbufions to scientific
coaferences and mvited oral presentations per wear. The gyoup has published a total of =220
pubhications, with about 165 i the field of virology includme high rmpact factor jowrnals such s
The Lancet, Matwe, Emergmg Infactions Diseases, The Joumal of Infections Diseases and others.
The zvoup has published about 50 publications m the field of vaccmology, and 23 m the field of
shasmemnh_gﬁﬁlﬂardiﬂ\'ﬂ]smhbhn!bemwmhaﬁdatﬂuﬂepmtuf
Inmmology. 67% of Depariment tramed PhD) students have continued a scienfific career m
acsdenma or msearch mstitutes (includmg Deutsches Erebsforschungzrentiom. Hedelberg, DE;
the Impenial College, London, UK; 5t. Jude Children’s Research Hospital, Memphis Tennessee,
USA; CDC, Aflanta. USA; Queens University Belfast IR; Weill Comell Medical College in
Qetar; Me(nl]l Unrversity, CA and many others) and 30% m mdustry. The Department has a
unique network of mtermnational collaboretions m Furope and beyond

Chr Department 15 well fimded and fully equpped with top-of—the Ime mstrumentaton and
provides a shrmlzting emaronment for FhD. stodents o develop thew onn scientific project.
State-of-the-art equpment and a large range of modemn Ife scence / bistechmology techmoues
are avatlable in the Department.

The following techniques have been established and are avzilable and'or conrently m use:

* Molecular and cell bislogy: DNA sequencing meluding Mext Gereration Sequencing
(TenToment PGM), pyrosequencing, Sanger sequencing; classical end pomt PCE and real-time
PCE for quantification of mEMNA; Chromatin Inmwmoprecipitation, ChIF and WMeDIF; reporter
pene assays meluding promoter activity, BIA stabibhty and translation efficiency assays; bactena
citures; cloning and site-directed pmtageness; enkaryotic and prokaryotic expression systems;
mpdmﬂaﬂudysemmgmmﬂiﬁnmtpmtmnprﬂdﬁ:tmnpmﬁﬁhmmd
crvstalization; EMSA; random phape peptide hbranes; 5° and 3" RACE; Histag or other affmty
tlroa:l:l.amgmphlﬂ thermafinor assay; polyadenylation assay; nbbltretu:ulncﬂal}fsatehanslahm
v, pull-down assay.
* Proteomics: A state-of-the-art protecmecs workstahon for comprehensive expression profiling
of protems by 2-D) DIGE electrophoresis (Tvphoon 9400 2-D ngh resolubon fluorescence
scanner) followed by protem 1dentification by peptide mass finpeprniing and sequencmg with a
metrix assisted time of fhight mass spectrometer with post-sowrce decay analy=is (MATDI-TOF-
TOF PSIVLIFT) and LOCMS Ion Trap; preparation of cells and tissues for aralysis by secondary
10 mEss spectrometry
» Immunology: T cell and B cell bybndomas; T cell hnes; monoclonal and polyelonal anbbody
producton; vanous formats of immwmeassays (ELISA plate readers for absorphion, flucrescence,
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chemmluminescence); flow cytometry mcludmg cell soring and aufomated cell clonmg,
phenotyping of chnical samples; pepscan, breeding of specific pathogen-free ammals, i vive and
in vitre Immminogemcity studies, cytokine profiling by real-time PCR and S-color flow cytometry.
» Virology: virus 1solation, producton and punficaton, serclogical tests and seroprevalence
studies, next generation sequencer (lon towent) for sequencmg and genctypmg of vimuses,
» Biozafety level II animal facility {specific pathogen free) for mice
+ Biozafety level III laboratory: WHO, FAQ and OIE requre increasingly high levels of
osecunty for new emerping and re-emergmg humen and vetermary vinuses. A state-of-the-art
Biosafety Level 3 (BSL III) has gone into operation end of 2007;

v Chemistry: pephde synthesis and punfication, HPLC analysss; chemical denvafization of
haptens, cony ion chermstry, analysis of PAH carcinogens and thewr metzbolites by HPLC and
finorescence detection.
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Courrier de réponse favorable du CNER pour I’étude EpiPath

CIOMITE MATONAL
DETHIDUE DE BECHERCHE

Strassen, le 23 mai 2013

Professeur Claude Muller
et Dr Jonathan Turner
CRP-Santé

Depa rtment of Immunology
B.P 1102

L-1011 Luxembourg

Re&f - 1305-171
Awis N°: 201303/10

Chers Professeur Muller, Docteur Turner,

Nous vous remercions pour votre courrier du 25 avril 2013 en réponse & "avis initial du CNER
{version 1.0 dd 13 mars 2013).

Nous avons bien pris en compte les changements apportés dans la version révisée de votre
protocole (version 2.0 dd 24.04.2013) suite aux remarques émises par le CNER dans ledit
Avis.

Lors de la réunion du CNER du 15 mai 2013, les réticences éthiques sont restées fortes st
d'autres guestions et préoccupations ont émergé. L'étude abordant des questions
sensibles concernant une population trés vulnérable, nous vous invitons a venir rediscuter
votre projet, en tant qu'investigateurs principaux, tant avec le CNER qu'avec un certain
nombre d'instances et de personnes directement intéressées dont notamment le Ministére
de la Famille, le CRP-Santé, le Professeur Claus Vogele et éventuellement aussi les
associations concernées, lors d'une réunion qui sera fixée prochainement,

Les points & discuter sont les suivants

1. le CNER aimarait avoir une explication plus approfondie des buts et de Mimportance
de I"'étude qul puisse justifier cette expérimentation sur une population vulnérable ;

2. le CNER souhaiterait savoir quelle sera l'attitude de< investigateurs & I"égard des
participants et ce qu'ils leur répondront dans le cas ol ceux-ci almeralent connaitre
leurs résultats individuels ;

3. le CNER almeralt savoir pourquol un volume si important de sang est prélevé (200 ml
par participant) ;

4. le CMNER aimerait avoir des précisions sur ce que couvre |'assurance prévue ;

5. le CNER aimerait avoir plus de précisions sur les critéres d'inclusion et modalités de
recrutement du groupe contrile ;

6. le CNER trouverait nécessaire de mieux informer les participants des précautions
prévues lors de la prise de sang pour réduire les risques y liés, ainsi gue de I'étendue
de la partie génétique dans les feullles d'information qui leur sont destinées (il
devrait y étre mentionné gue seuls les genes en lien avec la capacité de pérer le
stress seralent étudiés) ;



7. le CNER supgére de remplacer le mot & Schwierigkeiten » par « Herausforderungen »
a la fin du paragraphe intitulé « Besuch 1 » dans la version allemande de la lettre
d'infarmation aux participants, afin gque cette traduction corresponde bien au
mot o dpreuve » de la version francaise ;

B, le CNER aimerait discuter du fait gue la premidre partie du questionnaire ne pulsse
étre remplle qu'avec I'side des parents adoptifs, car il semble peu probable qu'une
personne ait gardeé des souvenirs de ce qu’elle a vécu avant Fage de 3ans;

9, le CNER aimerait discuter de ses craintes par rapport au manque de clarté de
Pinformation qui a été transmise aux assoclations partenaires du projet (ou de la
maniére dont elle a é1é comprise) sur les buis de I'étude et le fail que les
participants n'en tirersient aucun bénéfice, étant donnée la nature purement
scientifique de I'étude ;

10. le CNER aimerait discuter de ses réserves par rapport 2 la nécessité d'utiliser e
questionnaire BDI, dont certaines questions pourraient avoir un effet anxiogéne
important sur les participants ;

11. le CNER estime nécessaire d'obtenir un engagement formel de la part de la direction
du CRP-Santé pour la conduite de cette étude en son sein, et des Professeurs Claus
Vigele (Université du Luxembourg] et Hartmul Schachinger (Université de Tréves)
pour leur participation a I'étude.

Notre secrétariat vous contactera dans les meilleurs délais en vue de fixer une date pour la
réunion susmentionnée.

Mous wvous prions de croire, Professeur Muller, Docteur Turmer, a l'expression de nos
sincires salutations.

Pour le CNER,

Dr Georges MICHEL
Président
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Annexe 7
Avis positif de 'ERP

Prof. Dr. Claus Vagele
Unite de recherche INSIDE
Université du Luembourg
Route de Diekirch - BP. 2
L- 7220 Walferdange
Luxembourg

Luxembourg, 27 March 2013
ERF 13-002

Research project: Long term epigenetic and physiological effects of early life adversity Acronym: EpiPath

Dear Prof. Dr. Vagele,

The Ethics Review Panel of the University of Luxembourg has received your revision of 17 May 2013 concerning
the approval of your project: Long term epigenetic and physiological effects of early life adversity Acromym:
EpiPath by the ERP.

Your request and revision included the application form as well as your application for ethics approval by the
Mational Research Ethics Committee (CNER).

After examining all documents, the Ethics Review Panel has decided to approve the project and the related
consent form, in the form provided to the Ethics Review Panel.

Kind regards

Prof. Dr. Ludenne Blessing
Chair of the Ethics Review Panel.

Ethic Review Panel of the University of Luxembourg
Campus Limpertsberg

1624, av. de la Falencerie

L-1511 luxembourg

erp-submissions@uni.lu
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Par Estelle Sandt

RESUME :

L’expression des génes est régulée en partie par de nombreux mécanismes endogénes, mais également par des
facteurs environnementaux. Les modifications épigénétiques représentent la principale interface entre le génome
et I’environnement[1]{2][3]. Parmi les différents mécanismes épigénétiques, la méthylation de I’ADN est sans
doute la mieux connue. De plus le profil de méthylation de I’ADN est susceptible de subir des modifications
induites par des facteurs environnementaux.

Compte tenu de son implication dans la régulation de la transcription et I’inactivation des génes[4], la
méthylation de I’ ADN pourrait également jouer un réle clé dans I’apparition de différentes maladies, incluant les
maladies liées au stress.

Le Département d’Immunologie du Centre de Recherche Public de la Santé (CRP-Santé) de Luxembourg a
acquis une expérience considérable dans le domaine de 1’épigénétique, en particulier concernant les génes
impliqués dans la réponse au stress ainsi que dans la conduite d’études cliniques. Mon stage de Master 2 au sein
de ce Département, m’a permis de travailler sur deux études portant sur le niveau de méthylation de I’ADN.

L’étude “Cold Pressor Test” a montré un lien entre la réponse & un stress induite par un test validé- le Cold
Pressor Test - et la méthylation du géne du récepteur aux glucocorticoides (GR). Durant mon stage, je me suis
chargée de I’analyse des données de cette étude.

Ces résultats ainsi que ceux d’études précédentes menées par le groupe Psycholmmunologie du CRP-Santé ont
conduit a 1’élaboration du protocole de 1’étude “Long term epigenetic and physiological effects of early life
adversity” (EpiPath). EpiPath analysera I’impact des maltraitances subies durant la petite enfance, ou "Early Life
Adversity" (ELA) sur les facteurs de risque de problémes de santé publiques majeurs: maladies
cardiovasculaires, mentales, du systéme immunitaire et altération de la réponse au stress. Le lien entre des
antécédents d’ELA et la survenue de ces pathologies ayant déja été mis en évidence, I'objectif de cette étude
est de fournir une meilleure compréhension de I'impact de I’ELA sur la méthylation de I’ADN et les
conséquences cliniques.
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