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RESUME 

 

L’expression des gènes est régulée en partie par de nombreux mécanismes 

endogènes, 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 l’ADN constitue sans doute le mécanisme épigénétique le mieux 

connu. Le profil de méthylation de l’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 

l’inactivation des gènes (Bird, A 2007), la méthylation de l’ADN pourrait jouer un 

rôle 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 

l’épigénétique, en particulier concernant les gènes 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 l’ADN.  

L’étude “Cold Pressor Test” a montré un lien entre la réponse à un stress induit 

par un test validé - le Cold Pressor Test - et la méthylation du gène du récepteur 

aux glucocorticoïdes (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 

PsychoImmunologie du CRP-Santé ont conduit à l’élaboration du protocole de 

l’étude “Long term epigenetic and physiological effects of early life adversity” 

(EpiPath). EpiPath analysera l’impact des maltraitances subies durant la petite 

enfance, ou "Early Life Adversity" (ELA) sur les facteurs de risque de problèmes 

de santé publiques majeurs: maladies cardiovasculaires, mentales, du système 

immunitaire et altération de la réponse au stress. Ces pathologies sont 

multifactorielles, c’est-à-dire que leur développement est sous l’influence 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 déjà été mis en évidence, l’objectif de 

cette étude est de fournir une meilleure compréhension de l’impact de l’ELA sur 

la méthylation de l’ADN et les conséquences cliniques.  

 Mots clés: épigénétique, réponse au stress, étude clinique exploratoire, analyse 

de données, dossiers de soumission  
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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. I 

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 

PsychoImmunology 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 
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LISTE DES ABREVIATIONS 

 
BDI  Beck Depression Inventory 

CAMI  CArdiovascular-Mental health-Immune 

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  Système Nerveux Autonome 

SNP  Single Nucleotide Polymorphism 

TICS  Trier Inventory for Chronic Stress 

UID  identifiant unique attribué à chaque participant 

URTI  Upper Respiratory Tract Infections 

VIF  Variance inflation factor 
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INDEX 

 
CPT: test standardisé et validé permettant d’évaluer la réponse au stress, par 

l’intermédiaire d’un facteur de stress physique (Lovallo 1975) (McRae 2006) 
(Porcelli 2014). Il consiste en l’immersion de la main d’une personne dans de 

l’eau glacée. 

 
ELA : Les maltraitances subies durant l’enfance ou "Early Life Adversity" 

regroupent l’ensemble des conditions délétères subies durant les premières 

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) 

 

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 l’ADN, et un caractère ou une maladie. 

 
GWAS : Genome-wide association studies : étude d'association pangénomique 

visant à identifier les variants fréquents qui pourraient avoir un effet sur le risque 

de maladie. Ces études reposent sur le principe suivant: criblage de l’ensemble 
du génome de personnes malades afin d’identifier des marqueurs de variation 

génétique (SNPs) puis compaaison de leur génome à celui de population 

contrôle. L’étude peut rélèver une association ou permettre d’identifier un gène 

de susceptibilité, de protection ou une séquence régulatrice, si un allèle est plus 
fréquemment retrouvé dans la population malade que dans la population saine.  

La limite de ces études est lié au problème du test multiple, dans la mesure où 

de nombreux tests sont réalisés. Il faut en tenir compte dans le choix du seuil de 
signification pour rejeter l’hypothèse nulle de non association. (Spitzer, C 2013) 
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AVANT PROPOS  

 
A l’issue de mon cursus de Pharmacie et dans le cadre du Master 2 en 

méthodologie et statistiques appliqués à 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 à cette thèse de Pharmacie. Il s’agit de deux études exploratoires, 

portant sur les relations existant entre l’une des principales modifications 

épigénétiques régulant l’expression des gènes : 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 

à des stades d’avancement très différents, j’ai eu l’opportunité de participer aux 

principaux aspects de la gestion de projet, en m’intéressant à : 

- l’analyse des données brutes de la première 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 l’ADN ainsi que les données reflétant la réponse 

au stress sont mesurées de façon similaire dans ces deux études. Ainsi, la 

méthode utilisée pour la première étude a contribué en grande partie à la 

rédaction du plan d’analyse statistique de la seconde. 

L’hypothèse sur laquelle reposent ces deux études est la suivante: le niveau de 

méthylation de l’ADN du gène du récepteur aux glucocorticoïdes (GR) pour la 

première, et le niveau global de méthylation pour la seconde étude, seraient 

associés à une modification de la réaction de l’organisme confronté à un stress et 

à une augmentation de la susceptibilité à certaines pathologies. 

 

Ainsi après avoir présenté la structure dans laquelle ce travail a été mené, le 

rationnel de ces deux études sera précisé dans une deuxième partie, en 

s’appuyant sur l’état des connaissances actuelles. L’analyse des relations entre 

méthylation et réponse au stress (résultats de l’étude "Cold Pressor Test") fera 

l’objet d’une troisième partie. Dans une quatrième partie, sera étudiée la relation 

entre des maltraitances subies durant l’enfance, ou "Early Life Adversity" (ELA) 

et une susceptibilité accrue aux pathologies cardio-vasculaires, immunologiques 

et mentales à l’âge adulte. 

  



 

10 
 

  



 

11 
 

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 hôpitaux reconnus à l'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: 

 Maladies cardiovasculaires 

 Immunologie 

 Oncologie 

 Santé Publique 

 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 à 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 à la compréhension de la distribution 
géographique, des variants génétiques, de la variabilité et de l’histoire naturelle 

des virus. 

- Le développement de stratégies de vaccination : l’expérience du 
Département d’Immunologie historiquement acquise par le développement de 

stratégies vaccinales ciblant la rougeole est utilisée dans l’objectif d’explorer les 

stratégies immuno-prophylactiques contre les substances cancérigènes.  
- L’immunologie psycho-endocrinienne du stress : en étroite collaboration 

avec un département d’enseignement supérieur en psychobiologie de l’Université 

de Trèves, 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 carcinogènes) 
- La structure génique, les régulations transcriptionnelles et traductionnelles 

du récepteur aux glucocorticoïdes (et d’autres récepteurs nucléaires) et le rôle 

majeur qu'il joue, en tant que médiateur, dans la réponse au stress 
- La programmation épigénétique du système 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/hôte et leur 
pathogénicité 

- L’analyse des problèmes de santé publique liés aux maladies infectieuses 

chez l’homme, ainsi que chez les animaux 
- La compréhension des mécanismes transcriptionnels, traductionnels et 

post-traductionnels des médiateurs de la réponse au stress sur le système 

immunitaire, et l’interaction entre le système immunitaire et le système 

neuroendocrinien 
- La compréhension de la place et du rôle de la méthylation de l’ADN dans la 

programmation périnatale du système immunitaire 

- La compréhension des mécanismes des vaccins, l’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 thèse et en Master, ainsi 

que d’autres personnes rattachées aux services support. Avec environ 15 à 20 

publications scientifiques internationales par an dont 28 uniquement en 2011 et 

60 à 80 contributions à 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 à 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 l’un des 3 centres de référence 

mondiaux de la rougeole et de la rubéole pour 22 pays européens. 

35 étudiants en thèse et 20 étudiants en médecine ont réalisé une partie de leur 

formation au sein du Département d’Immunologie. 67% des étudiants en thèse 

ont poursuivi une carrière de recherche académique ou institutionnelle et 30% se 

sont orienté vers l’industrie. 

Le Département possède des équipements parmi les plus novateurs, constituant 

ainsi un environnement stimulant pour les étudiants désirant réaliser une thèse 
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pour développer leur propre projet scientifique. Les équipements de pointe 

permettent l’utilisation de nombreuses techniques modernes en science de la vie 

/ biotechnologies. 

1.1.3 Le Groupe PsychoImmunologie  

Les projets décrits dans cette thèse constituent des axes de recherche du Groupe 

PsychoImmunologie du Département d’Immunologie. Cette équipe a été créée en 

2003 suite à la nomination du Professeur C.P. Muller à la Présidence du 

Département de PsychoBiologie de l’Université de Trier. Au cours des 10 

dernières années, le Groupe a acquis une expérience considérable dans le 

contrôle de la transcription et les effets du récepteur aux glucocorticoïdes. 

Depuis la mise en évidence initiale de l’influence de l’environnement sur la 

méthylation de l’ADN contrôlant l’expression du gène du récepteur aux 

glucocorticoïdes chez le rat, le Groupe a montré qu’une structure semblable de 

ce gène existe chez l’humain (Turner and Muller 2005). Des recherches 

complémentaires ont également montré la susceptibilité à la méthylation de 

l’ensemble de l’îlot CpG en amont du premier exon (promoteur actif) de ce gène 

chez l’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 

phénomène épigénétique (Alt, SR et al 2010).  

Le gène du GR présente plusieurs promoteurs et exons distincts. Récemment, 

l’étude des mécanismes contribuant à l’activation du promoteur 1F a conduit le 

Groupe à montrer que le facteur de transcription E2F1 joue un rôle 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 rôle du GR dans la fibromyalgie a été conduite en 

partenariat avec l’Université de Trèves et a donné lieu à 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 à 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 dernièrement. Focalisé sur les mécanismes 

moléculaires qui régissent l’activité du GR, le Groupe a publié 15 articles dans 

des revues scientifiques à comité de lecture au cours des 6 dernières années. 

Jusqu’à présent, sept étudiants ont obtenu leur Doctorat (4 Summa cum Laude, 

3 Magna cum Laude) au sein du Groupe PsychoImmunologie et trois étudiants 

réalisent actuellement leur Doctorat en PschoImmunologie.   
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1.2 Contexte scientifique et rationnel de cette thèse 

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 très grande 

majorité du génome est donc constituée de séquence non codante. Il s’agit en 

particulier de régions régulatrices,  comprenant notamment les promoteurs des 

gènes, situés à l’extrémité 5’. Ces régions, qui ne seront pas elles-mêmes 

transcrites, sont néanmoins indispensables à la transcription des gènes (Griffiths, 

A. JF et al 2001). Certains gènes, comme celui codant pour le récepteur aux 

glucocorticoïdes, possèdent 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 à étudier les mécanismes par lesquels le génotype 

engendre le phénotype » (Waddington C, et al 1942), suscite un intérêt croissant 

auprès de la communauté scientifique.  

Par la suite, dans les années 1970, Riggs, AD et Holliday, R ont proposé une 

deuxième signification pour le concept d’épigénétique, en tant qu’ensemble des 

facteurs contribuant au contrôle de l’expression des gènes par méthylation de 

l’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 l’épigénétique comme l’étude des modifications de l’expression des 

gènes qui sont transmissibles lors de la mitose et/ou la méiose, mais ne 

découlent pas de modifications dans la séquence de l’ADN (Wollfe AP, et al 

1999).  

Ces modifications impliquées dans la transcription des gènes participent au 

contrôle de l’épissage alternatif et à la production d’isoformes particuliers (Egger, 

G, et al 2004). Par conséquent, ces mécanismes jouent un rôle majeur dans la 

différenciation cellulaire. De plus, il a été démontré que les modifications 

épigénétiques 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 gènes 

en modulant les variations épigénétiques (Varmuza, S 2003). Ainsi, les facteurs 

épigénétiques sont considérés comme la principale interface entre le génome et 

l’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 à l’inactivation des 

gènes concernés. Il s’agit de la méthylation de l’ADN, des modifications des 

histones appelés acétylations et des modifications touchant l’ARN (Cao-Lei, et al 

2013). Annexe 1.  

La méthylation de l’ADN, modification épigénétique largement décrite et sans 

doute la mieux connue, (Jones, P, et al 2012)(G Li, DR, et al 2011) consiste en 

l’ajout de groupement méthyl sur la séquence d’ADN. Cette fixation est 

hautement spécifique et intervient toujours au niveau d’une cytosine directement 

liée à une guanine par un phosphate, appelé un “site CpG” ou “dinucléotide CpG” 

(Egger, G, et al 2004)(Lister, R, et al 2009) (Figure 1).  

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

 

La fréquence de ces dinucléotides CpG à travers le génome est relativement 

faible. Ils sont généralement regroupés en clusters ou "CpG island". En général, 

ces CpG islands sont de petites régions génomiques d’une longueurs variant de 

200 à 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 gène est associée à une altération des interactions entre le 

gène et la  machinerie cellulaire impliquée dans la transcription, conduisant à 

l’inactivation des gènes (PeterW., L. 2010). (Figure 2). 

 
Figure 2: Méthylation de l’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 gènes associés (J Bell, A.P 
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2011) comme l’illustre la figure 3. En général les CpG islands sont localisés à 

l’extrémité 5’ des gènes (Bird, A 1987). 

Au contraire,  un niveau de méthylation élevé au niveau du corps du gène ou 

" gene body", conduit à la transcription de ce gène (Jones, P. et al 1999)(Chess, 

A.H.A., et al 2007)(Ball, MP. et al 2009). Physiologiquement 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).  

 

 
 
Figure 3 : conséquence de la méthylation des promoteurs sur la transcription des gènes 
correspondants (“Dysfonctionnements Cellulaires À l’Origine Du Processus Tumoral et 

Aperçu Des Thérapies Existantes” 2014) 

Il serait inexact de dissocier entièrement l’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 l’ADN est impliquée au cours de nombreux stades du 

développement, incluant l’embryogénèse, la régulation de la transcription et 

l’expression génétiques (Bird, A 2007), les interactions entre l’ADN et les 

protéines et la différenciation cellulaire (Bird, A 2002). Ces mécanismes 

contribuent à expliquer comment les cellules, possédant une séquence d’ADN 

identique, peuvent se différencier en différents types cellulaires conduisant à 

différents phénotypes (M. Suzuki, et al 2008)(Kouzarides, T, et al. 2007).  

En règle 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 à certains stades 
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du développement, en particulier chez les mammifères. Ces transitions 

contribuent à une expression des gènes spécifiques à chaque lignée ou tissu 

(Feil, R et al 2012)(Jacobsen, JL. et al 2010).  

Par exemple la méthylation  de l’ADN participe à la différentiation des cellules 

souches hématopoïétiques en cellules matures (Ji, H et al 2010)(Bocker, M et al 

2011), incluant l’expression des gènes codant pour les cytokines (Lee, C et al 

2009) et les gènes contrôlant les immunoglobulines. 

Initialement il été admis que les mécanismes de maintenance de la méthylation 

de l’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 rôle à différentes étapes: elles agissent soit 

en tant que de novo DNMTs, instaurant un profil initial de méthylation, soit en 

tant que DNMTs de maintenance, qui après la réplication reproduisent le profil de 

méthylation à partir du brin d’ADN existant (Pradhan, S et al 1999). La 

méthylation de novo de l’ADN survient principalement dans les cellules 

germinales ou au cours de l’embryogénèse (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 l’ensemble 

des CpG islands dans certains tissus durant le vieillissement (Issa, J et al  2000), 

ou dans les cellules anormales telles que les cellules cancéreuses (Baylin, S et al  

2000). L’engouement récemment suscité pour l’épigénétique est probablement 

lié à la mise en évidence de corrélations entre des modifications des niveaux de 

méthylation de l‘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 l’expression des 

gènes et la différenciation cellulaire, il semble évident que des altérations ou 

erreurs survenant dans les mécanismes de méthylation pourraient être lourdes 

de conséquences et contribuer à l’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 l’ADN précède l’apparition d’athérosclérose. Ce lien a été 

confirmé chez l’humain : un niveau de méthylation faible a été retrouvé chez les 

personnes à risque d’artériosclérose tels que les fumeurs, les personnes 

présentant un  déficit en folates et une hyperhomocysteinémie (Baccarelli, A et al 

2010a), de même 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 l’ADN a déjà été établi. Enfin, il a également 

été démontré que les gènes impliqués dans la réponse au stress sont 

susceptibles à la méthylation de l’ADN (McGowan, P et al 2009).  

De plus, la méthylation de l’ADN, constituant une interface entre le génome et 

l’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 

gènes. Un niveau élevé de stress, par exemple consécutif à un placement en 

institution ou orphelinat et une adoption représente des facteurs 

environnementaux majeurs susceptibles d’induire des modifications 

épigénétiques. 

Les études d’association pangénomiques, ou GWAS, visent à étudier les 

corrélations entre de nombreuses variations génétiques. Elles consistent en 

l’identification de polymorphisme touchant un seul nucléotide (SNPs) dont la 

fréquence dans le génome humain est importante et à déterminer la façon 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 à une autre. Néanmoins, il convient de prendre en 

considération les facteurs de confusion interagissant avec ces modifications 

génétiques courantes (McGowan, P. et al 2009). Même si les études GWAS ont 

conduit à l’identification de plus de 800 SNPs associés à 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-delà de la caractérisation 

individuelle de chaque SNP à laquelle les études récentes se sont largement 

intéressées, le rôle des d’interactions complexes entre les SNPs et avec les 

facteurs environnementaux a reçu moins d’attention. En pratique, la principale 

limite de ces études est liée à la multiplicité des tests réalisés. En tenir compte 

dans le choix du seuil de signification pour rejeter l’hypothèse 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 l’environnement, ni des interactions entre les gènes.  

A la différence des études GWAS, les résultats des EWAS sont également 

directement impactées par des facteurs de confusion environnementaux touchant 

à la fois le phénotype et l’épigénome, tels que le type de cellules, l’âge, le sexe, 

qui risquent d’augmenter à 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 première limite à l’interprétation des données issues des études EWAS 

réside dans le fait que l’épigénome est variable selon les tissus. Néanmoins, Dick 

et al, a suggéré que l’évaluation de la méthylation de l’ADN au niveau des 

cellules sanguines permet de déterminer de façon robuste et biologiquement 

pertinente des modifications épigénétiques liées à l’IMC. 
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La difficulté de différencier l’effet de la cause représente une deuxième limite. 

Par exemple les modifications épigénétiques identifiés par Dick et al, pourraient 

être survenues avant toute altération de l’IMC et ainsi être directement 

responsables des phénotypes liés à l’obésité (Murphy et al 2014). 

 

1.2.2 Stress 

Une réponse appropriée à des facteurs de stress est essentielle à l’adaptation et 

à 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 à 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 al 2000), maladies inflammatoires, 

du systèmes immunitaires (Buske-Kirschbaum, A et al 1997), cardiovasculaires 

(telles que athérosclérose, inflammation, hypertension) et diabète (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 à un stress physique ou 

psychologique est fondamental. Récemment de nombreuses études ont portées 

sur les mécanismes impliqués dans la susceptibilité et l’adaptation de l’organisme 

au stress. Il semble évident que, au-delà des facteurs environnementaux et 

génétiques, des éléments supplémentaires interviennent et contribuent pour une 

large part à l’apparition des pathologies comportementales et psychologiques 

(Uchida, S, et al 2009).  

L’axe hypothalamo-hypophysaire (HPA) constitue l’un des systèmes biologiques 

majeurs impliqués dans la coordination de la réponse au stress. En effet, il 

impliqué 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 à l’état normal et 

lors d’un stress est contrôlée par la sécrétion de glucocorticoïdes (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 glucocorticoïdes (GR) et les récepteurs aux 

minéralocortioïdes (MR).  

Le niveau d’affinité du MR pour les GC est nettement supérieur à 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 conséquent, le récepteur aux glucocorticoïdes 

constitue le principal acteur de la réponse au stress. 

Il a été clairement démontré que 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 façon constante au cours de la vie 

(Cao-Lei, L et al 2013). Par ailleurs, l’expression du GR a également été mesurée 

dans d’autres tissus. 
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La transcription du gène du GR est connue pour être hautement régulée par des 

mécanismes 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 suggère une régulation extrêmement  spécifique de 

l’expression du gène 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 l’ADN du gène du GR exprimé dans l’hippocampe (McGowan, P et 

al 2009)(Weaver, 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 

l’expression du premier exon a une influence sur les isoformes de protéines du 

GR produites. 

Le gène 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 1I sont régulés par une région promotrice distale et les exons 1B-1H et 1J 

sont sous le contrôle de promoteurs proximaux (Cao-Lei, L et al 2011) localisés 

dans un ilot CpG qui est très similaire entre les espèces souris, rats et humains 

(Turner and Muller 2005) (Bockmuhl, Y et al 2011).  

 
Figure 4: organisation génomique du gène du GR (Cosíoa, BG 2005) 

Les ARNm  subissent un épissage à l’extrémité 3’ résultant en trois transcrits 

codant trois isoformes : GRα, GRβ et GR-P.  GRα est la forme la plus active 

du récepteur responsable de la plupart des effets génomiques des GC. Il a été 

montré que l’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-α 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-β ont été retrouvé dans 

les cellules du système inflammatoire, par exemple les PBMCs, les cellules 

éosinophiles et les macrophages (Pujols, L et al 2002). Par conséquent 

l’expression du GR au niveau périphérique est souvent mesurée en tant 

qu’indicateur facilement accessible de l’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 17 (équivalent du promoteur 1F chez 

l’homme) du GR ainsi qu’une altération de la réactivité au stress au cours de la 

vie des rats dont le promoteur 17 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 

cinq promoteurs humains du GR sont sensibles à des méthylations épigénétiques 

(Turner, JD et al 2008)(Cao-Lei, et al L 2011). Ces promoteurs sont connus pour 

être actifs dans les lymphocytes circulants (1D, J, E, F, and H).  

Cao-Lei et al. (Cao-Lei, L et al 2011) ont monté que l’îlot CpG du promoteur 

proximal est sous le contrôle de la méthylation de l’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 l’hydroxyméthylation (5-hmC) du promoteur 1F 

chez l’homme et 17 chez les rongeurs représentent les principales modifications 

et occupent vraisemblablement une place d’interface privilégiée entre 

l’environnement et l’expression du GR. Le promoteur 1F/17, compte parmi les 

premiers promoteurs de gènes pour lesquels l’impact de l’environnement sur la 

méthylation de l’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 / 

17  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 l’humain (McGowan, P et al 2009)(Uchida, S, 

et al 2009)(Bromer, C, et al 2012). Ceci suggère qu’il existe un processus de 

régulation épigénétique global via le promoteur 1F / 17 du GR. 

Le GR présent au niveau de l’hippocampe joue un rôle dans le rétrocontrôle 

négatif de la libération de glucocorticoïdes. De plus en plus de preuves tendent à 

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 l’hippocampe occupe une place critique dans la 

régulation des GC, conduisant à 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 l’hippocampe, étaient corrélées avec des antécédents de 

maltraitances/abus subis durant l’enfance (McGowan, P et al 2009). C’est 

pourquoi, une hypothèse très probable est que la méthylation de l’ADN des 

régions riches en CpG joue un rôle d’interface entre les évènements subis durant 

la petite enfance et la régulation de l’axe HPA via l’activité du GR. De plus, une 

altération du rétrocontrôle 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 être impliqués dans la physiopathologie de ces 

troubles. 
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Une condition similaire est induite chez l’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 à une réduction du rétrocontrôle négatif 

induite par un stress chronique (Schmidt, M et al 2009). Puisqu’une perturbation 

au niveau du cortex préfrontal du cerveau ou de l’hippocampe est impliquée dans 

la pathogénèse de la dépression, ces conclusions pourraient aider à comprendre 

les mécanismes reliant l’altération du système de rétrocontrôle des GC et les 

perturbations au niveau du cerveau dans la dépression. 

On a également estimé que ces perturbations pourraient être impliquées dans la 

réduction du nombre GR dans les sites du cerveau impliqués dans le 

rétrocontrôle. 

Un nombre croissant de preuves selon lesquelles le GR régule les gènes 

principalement impliqués dans le métabolisme énergétique, la transduction du 

signal, les neurotransmetteurs et l’adhésion cellulaire se sont accumulées. Parmi 

ces gènes, certains sont associés à des troubles liés au stress (Cole, S et al 

2007)(E.B, B et al 2004). Par exemple une diminution de l’expression de GILZ a 

été associée à certains symptômes observés chez des patients souffrant de 

fibromyalgie (Macedo, J.A et al 2008) et l’apparition de réaction 

d’hypersensibilité retardée (Berrebi, D 2003). Il a été montré qu’une 

augmentation du niveau d’expression de FKBP5 est reliée à des troubles 

dépressifs majeurs et une récupération suite à la réponse au stress, alors que 

des niveaux réduits de FKBP5 est associé à des troubles liés au stress 

posttraumatique (Yehuda, R et al 2009). 

Le stress est connu pour induire des modifications à court terme des paramètres 

cardiovasculaires, par exemple, augmentation de la pression artérielle, rythme 

cardiaque (RC) et volume d’éjection systolique. Ces modifications sont régulées 

par le système nerveux autonome (SNA).  

Les modifications de la pression artérielle sont reliées à l’activation du système 

sympathique, des ventricules cardiaques et la résistance des vaisseaux 

périphériques, alors que le retrait du système parasympathique contribue à 

l’augmentation initiale du rythme cardiaque. On estime que ces réactions 

hémodynamiques au stress jouent un rôle 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 à 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 l’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 système nerveux 

sympathique et la pression artérielle (PA) (Steptoe, A. et al and C. Vogele et al 

1991). L’association entre les réponses à ces tests et l’évolution au long terme 

de la PA (Flaa, A 2008), l’insulino-résistance (Flaa, A et al 2008), et la 

calcification des artères 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 à 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 al 2011).  

La méthode de CPT est associée à l’activation du système sympathique et à 

l’activation faible à modérée de l’axe HPA associé à la libération de 

glucocorticoïdes.  L’augmentation faible à modérée de la libération de cortisol 

observée à l’issue du CPT via l’activation du système 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 à la 

réponse au stress et les maladies cardiovasculaires, maladies mentales et 

infections du tractus respiratoire supérieur et  immunocompétence réduite 

(appelés CAMI) sont associées à un profil de méthylation de l’ADN particulier, les 

causes de la modification du profil de méthylation n’ont pas encore été 

clairement établies. Pour cela, nous avons défini un modèle 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 l’Early Life Adversity (ELA) et la 

méthylation de l’ADN.(Murgatroyd, C 2009) (Liu, D. et al 1997). Ainsi, les 

personnes ayant été exposées à des conditions très difficiles durant leurs 

premières années de vie, telles que des abus physiques ou mentaux, sont 

susceptibles de présenter un profil de méthylation de l’ADN altéré. 

1.2.3 Early Life Adversity (ELA) 

Les maltraitances subies durant l’enfance ou "Early Life Adversity" regroupent 

l’ensemble des conditions délétères subies durant les premières 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 à l’âge adulte. 

Comme mentionné précédemment, l’exposition à une ELA est connue pour 

contribuer à l’apparition de pathologies à l’âge adulte. Les traumatismes subis 

durant l’enfance représentent une des formes de stress les plus extrêmes. 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 rhumatoïde (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 premières années de vie que chez ceux qui les ont subi au 

cours de l’étude (McCauley, J et al 1997). 

Par ailleurs, il a été clairement démontré que la modification de la méthylation 

suite à 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 l’axe HPA au cours de la vie (Liu, D. et al 1997)(Liu, D 

et al 2000). Ce faible niveau de soins reçus a été associé à un faible niveau 

d’expression du GR (Liu, D. et al 1997) et à un niveau de méthylation élevé (80-

100%) d’un CpG clé du promoteur 17 de l’hippocampe (Weaver, IC et al 

2004)(Weaver, IC et al 2005)(Weaver, IC et al 2007). Cependant la situation 

semble jusqu’à présent moins claire chez l’humain. Il a été montré que les 

niveaux de méthylation du promoteur 1F du GR, chez des nouveau-nés, varient 

selon l’humeur de leur mère au cours de la grossesse (Murgatroyd et al 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 l’axe HPA durant l’enfance. 

Par ailleurs, au cours de la période appelée « famine hollandaise » (ou l'hiver de 

la faim) en 1944, l'étude de la « cohorte de la faim », suggère que les 

éventuelles transformations épigénétiques liées à l'alimentation des parents 

seraient transmissibles sur plusieurs générations. À l'hiver 1944, des restrictions 

alimentaires ont été imposées par le régime nazi à la population d'Amsterdam, 

ce qui a conduit à une famine. Les filles nées de mères affamées pendant cette 

période sont étudiées depuis 1994 par Tessa Roseboom, au Centre médical 

académique d'Amsterdam. Les femmes exposées à la famine durant la gestation 

ont plus de risques que la population générale de développer un diabète de type 

2. Mais c'est également vrai pour leurs filles qui, elles, n'ont pas connu la famine 

(Pàldi, et al 2012). 

En outre, Tessa Roseboom et ses collègues ont récemment commencé à 

rechercher des marques épigénétiques dans cette « cohorte de la faim ». Leurs 

premières analyses sur trois générations de femmes montrent que celles qui 

souffrent de diabète 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 la 

méthylation du promoteur 1F du GR et la réponse au stress. Cela a également 

été expliqué par des facteurs environnementaux (par exemple l’éducation, le 

mode de vie) mais pas nécessairement par l’ELA (De Rooij, SR et al 2011).  

Une méta-analyse récente a confirmé que des évènements d’ELA sévères 

représentent l’un des facteurs de prédisposition les plus robustes de trois 

problèmes 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 l’appellation de CAMI (Wegman, H et al 2009). En particulier, 

une séparation de la mère au cours des premières années de vie augmente 

significativement le risque de maladies psychotiques, troubles de l’humeur et de 

la personnalité jusqu’à l’âge de 60 ans (Raikkonen, K 2011). Le stress 

psychosocial est bien connu et constitue un facteur de prédisposition significatif 

des problèmes 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 à un stress durant la petite enfance (Raikkonen et al 

2011). Une augmentation des troubles dépressifs majeurs, PTSD et troubles liés 

à l’anxiété, des maladies cardiovasculaires, des cancer et diabètes a également 

été démontrée. En effet les altérations impliquant l’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 à ces pathologies reste jusqu’ici inconnu.  

Nous pensons que l’un des schémas représentés ci-dessous pourrait expliquer la 

relation entre l’ELA et la susceptibilité accrue à ces pathologies. Ils se distinguent 

par la place et le rôle du stress dans le processus.  

 

Dans la première hypothèse (partie supérieure), les modifications épigénétiques 

consécutives à une ELA augmenteraient la susceptibilité aux CAMI via une 

altération de la réponse au stress. Dans la deuxième partie (partie inférieure), le 

système de réponse au stress est altéré au même niveau que les autres 

systèmes (cardiovasculaire, mental et infectieux). 

 

 



 

26 
 

 
 
Figure 5: hypothèse de mécanismes reliant l’ELA à une susceptibilité accrue aux CAMI    
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1.3 Progression d’une population de volontaires sains à  des 

sujets ayant subi une ELA 

D’une part le lien entre ELA et les pathologies  de l’âge adulte a déjà été 

clairement établi, d’autre part l’association entre la méthylation de l’ADN et la 

réponse au stress a été démontrée chez des volontaires sains par l’étude Cold 

Pressor.  

De plus, il a également été démontré que l’ELA pourrait être responsable de 

modifications du profil de  méthylation de l’ADN. Dans ce contexte, l’étude 

EpiPath a été concue pour évaluer la réponse au stress et la susceptibilité aux 

pathologies cardiovasculaires, mentales et du système immunitaire dans une 

population précédemment exposée à des facteurs de stress physique et /ou 

psychologique au cours des premières années de vie. La Figure 6 montre la façon 

dont le projet EpiPath a été conçu s’appuyant sur les données de la littérature et 

les études précédemment conduites par le Groupe PsychoImmunologie. 
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Figure 6: lien entre l’étude EpiPath et l’étude CPT 
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2 SECTION 2: ETUDE COLD PRESSOR STUDY  

1.1. Introduction  

Le récepteur aux glucocorticoïdes est le principal composant de la réponse au 

stress impliquant l’axe HPA et ainsi un médiateur possible d’une réponse 

inappropriée à 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 être sensible à une variation de méthylation, 

l’une des modifications épigénétiques les plus importantes (Weaver, IC et al 

2007). Les phénomènes épigénétiques constituent une modalité de transmission 

de l’information qui s’ajoute à l’information portée par la séquence d’ADN (Bird, 

A 2007) en interagissant avec l’environnement (Friso, S et al 2002). De plus, une 

méthylation incorrecte ou non contrôlée pourrait induire un facteur de risque 

pour l’apparition de pathologies liées au stress. De nombreuses études ont 

suggéré que le polymorphisme du gène du GR (Wust, S et al 2004) pourrait avoir 

un impact sur la réponse au stress impliquant l’axe HPA et pourrait contribuer à 

une vulnérabilité individuelle et une altération de la réponse au stress. L’un des 

mécanismes potentiels conduisant à des perturbations au niveau du GR est la 

variation génétique du gène du GR (NR3C1). 

Une forte corrélation a été retrouvée entre la méthylation des promoteurs 1F et 

1H du GR et la méthylation globale de l’îlot CpG et par conséquent suggère que 

1F et 1H jouent un rôle majeur dans la régulation globale de la transcription du 

GR (Cao-Lei, L et al 2013). Cette première étude a été conduite pour évaluer 

l’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 l’ADN est un phénomène 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 même si le GR est principalement exprimé au niveau de 

l’hippocampe, les PBMCs expriment également pratiquement la totalité des 

premiers exons (y compris F et H) du promoteur du GR. Par conséquent, l’ADN 

génomique a été extrait des PBMCs et le niveau de méthylation de l’ADN a été 

déterminé par pyroséquençage à 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 contrôle, assurant ainsi la comparabilité initiale des 

deux groupes. La pression artérielle systolique et diastolique (PAS and PAD) et le 

rythme cardiaque (RC) ont été mesuré avant, pendant et après 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 être corrélée 

avec la méthylation du GR dans le cerveau. Dans cette étude les paramètres 

cardiovasculaires mesurés avant, durant et après 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 gène candidat, dans la mesure où elle consiste à 

présupposer l'implication du niveau de méthylation d’un gène dans un effet a 

priori. L’étude a cherché à confirmer cette implication a posteriori. 

2.1.1 Population de l’étude 

232 volontaires sains ont été recrutés par le Département de Psychobiologie de 

l’Université de Trèves (Allemagne) de fin 2011 / début 2012. Les critères 

d’éligibilité sont: origine caucasiennes, de 18 à 35 ans, de poids normal (Indice 

de masse corporelle de 19-25). De plus, les critères d’exclusions suivants ont été 

utilisés : consommation tabagique supérieure à 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 

médical 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 à 

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 "contrôle" (de 72 participants).  

Le protocole de l’étude commence par une période de 10 minutes de repos 

durant laquelle les paramètres à baseline ont été mesurés pour le rythme 

cardiaque et la pression artérielle. Le CPT a consisté à demander aux participants 

d’immerger leur main droite jusqu’au poignet inclus, durant 3 minutes, dans de 

l’eau glacée (2-3°C) pour le groupe test ou dans de l’eau chaude (37° C) pour le 

groupe contrôle. Le schéma récapitulatif de l’étude était le suivant: 

 

 

 

 
Figure 7: Schéma des différents temps de mesure de l’étude CPT  

Time (min) 

Time points 
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2.1.3 Evaluation de la réponse au stress  

La réponse au stress a été évaluée par les paramètres cardiovasculaires 

suivants: PAS, PAD et rythme cardiaque. Ces variables ont été mesurées à 

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 après le début du CPT et 3 

mesures durant la période de récupération). Le rythme cardiaque et pression 

artérielle ont été mesurés en utilisant le système Dinamap. Les variables 

dépendantes sont les paramètres cardiovasculaires suivants: PAS, PAD, pression 

artérielle moyenne (PAM), RC. Avant le début et après 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 à 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 l’ADN. Dans cette étude, la méthylation de 

l’ADN a été analysée selon une approche gène-spécifique. La méthylation de 

l’ADN des deux promoteurs (1F et 1H) du gène NR3C1 codant le GR a été 

mesurée par pyrosequençage à 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 pyrosequençage a été réalisée grâce au PyroMark ID System (Qiagen) 

incluant des contrôles positifs et négatifs. Les résultats ont été analysé en 

évaluant le pourcentage de modification de l’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 

systèmes 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 grâce à un auto-questionnaire appelé Screening for Somatoform 

Symptoms (SOMS) (Rief, W et al 1997). 53 items évaluent l’ensemble des 

symptômes physiques pertinents pour le diagnostic des troubles somatoformes 

selon DSM-IV (33 symptômes), et selon l’échelle ICD-10, pour le diagnostic des 

troubles de la somatisation (14 symptômes) et pour le diagnostic des troubles 

végétatifs somatoformes (12 symptômes). 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 

questionnaires validés. Le stress chronique par l’échelle appelée Trier Inventory 

for Chronic Stress (TICS). Ce questionnaire fournit des scores qui peuvent être 
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utilisés pour déterminer la fréquence des situations stressantes vécues au cours 

de l’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 succès, isolation sociale et inquiétude chronique. 

Les réponses ont été évaluées sur une échelle de zéro à quatre (Schulz, P et al 

1999).  

Le questionnaire Beck Depression Inventory (BDI) comprenant 21 items et 

fournissant un score total allant de 0 à 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 à une absence de symptôme) à 3 (symptômes très intenses). 

Les facteurs de confusion généraux ont été évalués: la taille, le poids, la prise 

d’un contraceptif oral, la consommation d’alcohol, les paramètres 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, dernière période menstruelle, 

durée du sommeil et qualité du sommeil n’ont pas été incluses dans l’analyse du 

fait de leur taux élevé de données manquantes (45% à 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 numériquement 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 à 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 l’analyse bivariée, la significativité 

des facteurs de confusion a été évaluée par l’association avec le statut de 

méthylation et le groupe : test/contrôle en utilisant respectivement une 

régression linéaire et une corrélation de Pearson, ou un test de χ2. Toute variable 

présentant une association dont la p-value était inférieure à 0.05 a été retenue 

pour être incluse en tant que covariable dans l’analyse multivariée principale : le 

modèle 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 

qu’analyse préliminaire. Dans les cas où 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 à la moyenne de la PA durant la période de récupération). Celles-ci 

sont nommées par exemple: “PAS Peak”, “PAS increase” et “PAS decrease”. La 

cohérence interne des échelles TICS et BDI a été validée dans la population de 

l’étude. Le coefficient de Cronbach et les intervalles de confiance correspondants 

ont été estimés par la méthode du bootstrap. 

Par la suite un modèle 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 mêmes individus), les 

observations d’un même participant sont corrélées. Une structure de corrélation 

doit être appliquée ainsi qu’un effet aléatoire représentant la variabilité intra-

sujet (corrélation entre les différentes mesures d’un même 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 hypothèses 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 

statistiquement significative après la correction appropriée (ajustement de 

Greenhouse-Geisser qui vise à se réduire le risque d'accepter à tort une 

interaction comme étant statistiquement significative).  

Une analyse statistique classique a été conduite. Les caractéristiques à 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 contrôle avec un effet significatif des covariables "niveau d’éveil", 

"modification de la tension après 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 à mesures répétées puis un modèle 

mixte. 

 

2.2 Résultats  

2.2.1 Caractéristiques de la population de l’étude à baseline  

232 participants ont été inclus dans l’étude. Les participants pour lesquels 

aucune donnée de méthylation (4 sujets) ou aucune donnée cardiovasculaire 

n’était disponible (11 sujets), ont été exclus de l’analyse. Au total 14 participants 

(6%) ont été exclus. Comme décrit dans le diagramme de l’étude (Annexe 3) et 

dans le tableau 1 ci-dessous, 218 participants ont été inclus dans l’analyse.   
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Tableau I : Caractéristiques de la population, données exprimées par leurs moyennes 

Variables 

Hommes n 

(%) 

Femmes  n 

(%) 

Population analysée n 

(%) 

N 104 (47.71) 114 (52.29) 218 (100) 

Groupe 

CPT 69 (66.34) 77 (67.54) 146 (66.97) 

Contrôle 35 (33.66) 37 (32.46) 72 (33.03) 

Les caractéristiques à baseline des participants sont regroupées dans le tableau 

ci-dessous. 

 
Tableau II : caractéristiques à 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 
contrôle 

 Normal 

range  

Groupe   

CPT  

Groupe 

contrôle 

Population 

globale 

p 

value  

N  147 71 218  

Caractéristiques sociodémographiques 
Sexe, male (n, %)  70 

(47.62%) 

35 

(49.29%) 

105 

(48.16%) 

0.736 

IMC  [18.5;30] 22.1 ± 
2.3 

22.5 ± 2.4 22.2 ± 2.3 0.243 

Troubles somatoformes 

         Somatisation 
Somatisation index 
(SI) DSM IV 

[0-20] 3.4 ± 
3.76 

3.4 ± 3.2 3.4 ± 3.6 0.979 

Somatisation index 
(SI) ICD 10 

[0-20] 2.0 ± 

2.30 

2.2 ± 2.5 2.1 ± 2.4 0.708 

Somatisation 
disorders diagnosed 
(n, %) 

 14 
(9.52%) 

6 (8.45%) 20 (9.17%) 0.998 

         Troubles végétatifs somatoformes (SAD) 
SAD index  [0-20] 1.7 ± 2.3 1.9 ± 2.1 1.8 ± 2.2 0.509 
SAD diagnosis (n, %)  46 

(31.29%) 

22 

(30.98%) 

68 (31.19%) 0.986 

Total score SOMS (BI 

Soma) 
[0-72] 5.4 ± 6.1 5.5 ± 5.6 5.4 ± 5.9 0.935 

Autoévaluation (échelles visuelles analogiques) 
Eveil [0-100] 20.1 ± 

19.3 
23.2 ± 
20.1 

23.8 ± 19.5 0.769 

Stress  [0-100] 25.2 ± 

21.8 

22.4 ± 

21.3 

24.3 ± 21.6 0.379 

Anxiété [0-100] 12.1 ± 

15.6 

7.6 ± 9.5 10.6 ±  14.1 0.010 

Tension [0-100] 17.8 ±  
4.8 

17.6 ± 5.2 17.7 ± 4.9 0.803 

Activité  [0-100] 26.3 ± 

6.5 

27.6 ± 6.1 26.7 ± 6.4 0.153 

Inconfort  [0-100] 67.7 ± 
24.6 

4.5 ± 15.2 47.1 ± 36.9 < 
0.001 
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Dépression 
BDI score  [0-63 ] 6.1 ± 5.3 5.5 ± 4.5 6.0 ± 5.1 0.438 

Stress chronique (sous-score de l’échelle TICS) 
Work Overload [0-32] 8.2 ± 2.4 8.0 ± 2.4 8.1 ± 2.4 0.667 
Social Overload [0-24] 6.5 ± 2.7 6.7 ± 2.6 6.6 ± 2.7 0.638 
Excessive Demands [0-24] 5.8 ± 2.3 6.1 ± 2.0 5.9 ± 2.2 0.343 
Lack of social 
appreciation 

[0-16] 6.3 ± 2.2 6.5 ± 2.2 6.4 ± 2.2 0.492 

Dissatisfaction at 

work 
[0-32] 6.6 ± 2.3 6.5 ± 2.4 6.5 ± 2.3 0.713 

Social Tensions [0-24] 6.0 ± 2.2 6.4 ± 2.1 6.2 ± 2.2 0.216 
Pressure of success [0-36] 7.6 ± 2.2 7.5 ± 1.9 7.6 ± 2.1 0.976 
Social Isolation  
Chronic worrying 

[0-24] 

[0-16] 

6.8 ± 2.4 

7.5 ± 2.6 

6.8 ± 2.8 

7.6 ± 2.5 

6.8 ± 2.5 

7.5 ± 2.5 

0.939 

0.957 

 

Des scores sur l’échelle Beck Depression Index (BDI scores 10–18) ont montré 

une dépression légère pour 22 participants et une dépression modérée à sévère 

pour 4 participants (BDI scores >18). Selon les recommandation cliniques pour 

le diagnostic de l’obésité (L., and Blood Institute (NHLBI) 2000), 2 sujets étaient 

classés obèses (BMI>30) et 24  étaient en surpoids (BMI: 25.0-29.9). Ils sont 

distribués de façon équilibrée entre les deux groupes. 

D’un point de vue général, aucune différence significative n’a été 

retrouvée à baseline entre le groupe CPT et le groupe contrôle, excepté 

l’anxiété et inconfort qui étaient liés à l’anticipation du test de stress. Ainsi les 

deux groupes sont équilibrés et la comparabilité à l’inclusion est bien vérifiée. 

 

2.2.2 Analyse des données de méthylation 

La méthylation de l’ADN est un phénomène global. Ainsi il a été évalué dans 

cette étude comme la somme de la méthylation des promoteurs 1F et 1H du 

gène du GR. La même approche a été utilisée précédemment pour de 

nombreuses études. Néanmoins, cette étude est la première à notre 

connaissance à avoir mesuré le niveau de méthylation de ces promoteurs dans 

une cohorte. Par conséquent, nous avons analysé la distribution des variables 

graphiquement 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  
méthylation de 1F, 1H et somme de 1F 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) indiquant leurs distributions s’écartent de la normalité de façon 

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 à 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 méthylation qui en résultent étaient équilibrés selon le 

genre comme le montre le tableau ci-après.  

 
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 contrôle 18 16 34  

Méthylation 

élevée 44 (39.64) 67 (60.36) 

111 (50.92) 

     Groupe test 27 31 73  

     Groupe contrôle 17 21 38 

 

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

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

méthylation (tableau 4). 

 
Tableau IV: Différences à baseline, au niveau des évaluations subjectives selon les 
groupes de méthylation  

 Moyenne dans la 

population globale 
± sd 

p value de la différence 

entre les sous-groupes de 
méthylation 

Stress  

       Avant le CPT 
       Après le CPT 

 

24.36 ± 21.63 
28.04 ± 25.62 

 

0.146 
0.103 

Eveil  

       Avant le CPT 

       Après le CPT 

 

23.87 ± 19.53 

31.70 ± 25.44 

 

0.513 

0.188 

Anxiété 

       Avant le CPT 

       Après le CPT 

 

10.59 ± 14.05 

11.62 ± 15.06 

 

0.518 

0.674 

Activité 
       Avant le CPT 

       Après le CPT 

 
26.78 ± 6.38 

28.70 ± 5.62 

 
0.511 

0.674 

Tension 
       Avant le CPT 

       Après le CPT 

 
17.72 ± 4.93 

19.34 ± 5.56 

 
0.635 

0.748 

L’ANOVA simple menée dans les deux sous-groupes de méthylation à 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 

contrôle. 

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 à baseline. Par conséquent les modifications de ces 

variables au cours du temps peuvent vraisemblablement être 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 à baseline (PAS and PAD) et rythme cardiaque (HR) dans 
les deux groupes CPT et contrôle (means ± sd) (t.tests) 

 Groupe test Groupe 
contrôle 

Population 
totale 

p value de la 
différence entre 

groupe CPT et 

groupe contrôle 

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 

diastolique au cours du temps reflète clairement la réponse au stress induite par 

le CPT dans les deux groupes de randomisation. La figure 10 montre que 

l’augmentation de PAS après le début du test de stress est beaucoup plus 

importante dans le groupe test (CPT) que dans le groupe contrôle.  

 
Figure 10: lineplots avec intervalle de confiance à 95% de l’évolution de la PAS (gauche) 

et PAD (droite) par groupe (CPT en rouge et groupe contrôle en bleu). 

 

Pour évaluer l’effet du CPT, l’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 à 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 à la PAS moyenne à 

baseline (p<0.0001). Cette augmentation est beaucoup plus importante dans le 

groupe test (24. 16 ± 14.35mm Hg) que dans le groupe contrôle (4.74 ± 8.52 

mm Hg). 2 outliers ont été identifiés (en utilisant le test chisq.out.test du 

package outlier) et n’ont pas été inclus dans l’analyse de PAS et un outlier pour 

la PAD.  

Ces résultats sont cohérents avec les données de la littérature même si 

l’augmentation est légèrement 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 à 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 contrôle  Population totale 

 Mean, sd  

 

p 

value 

Mean, sd 

 

p 

value 

Mean, sd p 

value 

Augmentation de 

PAS 

24.16 ± 

14.35 

<0.00

01 

4.74 ± 

8.52 

<0.00

01 

17.72 ± 

14.39 

<0.00

01 

Diminution de 

PAS: après le CPT 
vs PAS6 

21.87 ± 

13.61  

<0.00

01 

4.86 ± 

7.77 

<0.00

01 

16.21 ± 

13.07 

<0.00

01 

Augmentation de 

PAD: PAD6 vs 

baseline 

15.88 ± 

10.12 

<0.00

01 

1.07 ± 

8.79 

<0.00

01 

10.99 ± 

11.94 

<0.00

01 

Diminution de 

PAD: après le CPT 

vs PAD6 

15.17 ± 

8.93 

<0.00

01 

1.48 ± 

8.94 

<0.00

01 

10.65 ± 

11.00 

<0.00

01 

De plus, les niveaux de PAS sont significativement plus élevés chez les hommes 

que chez les femmes à baseline, durant le CPT et au cours de la période de 

récupération comme précédemment montré dans la Figure 11. Néanmoins, 

l’évolution semble être parallèle chez les hommes et les femmes au cours du 

temps, suggérant l’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 à 95% de l’évolution au cours du temps 
de la PAS et PAD par genre et dans la population totale (groupe CPT et groupe contrôle) 

De façon similaire, il y a une différence claire dans la réponse au stress mesurée 

par la PAS dans chaque sous-groupe, comme le montre la Figure 12. 
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Figure 12: lineplots de l’évolution de PAS avec intervalle de confiance à 95% dans le 

groupe CPT et le groupe contrôle 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 contrôle. On peut constater dans les deux 

groupes, CPT et contrôle, que l’augmentation de PAS est plus élevée dans le 

sous-groupe à faible méthylation. Cela suggère une corrélation négative entre le 

niveau de méthylation et la réponse au stress basée sur la PAS. Cette tendance 

semble également se confirmer par l’augmentation de PAD même si celle-ci n’a 

pas atteint le niveau de significativité 
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.  
Figure 13: diagramme en bâtons de l’augmentation de PAS et PAD par groupe de 

randomisation et par sous-groupe de méthylation avec intervalle de confiance à 95% 

De plus, une augmentation significative du rythme cardiaque a été observée (p= 

0.006) entre le groupe  CPT et le groupe contrôle. 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 après le 

CPT, quatre ont montré une augmentation moyenne significative après le CPT 

comparé à 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 

Mean ± sd 

Après le CPT 

Mean ± sd 

p value de la 

différence avant 

vs après le CPT 

Stress  25.21 ± 
21.85 

35.73 ±  
25.65 

0.023 

Eveil  24.12 ± 

19.37 

39.96 ± 

25.02 

< 0.001 

Anxiété  12.05 ± 

15.65 

14.46 ± 

16.29 

< 0.01 

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 à baseline étaient comparables entre les deux groupes de 

méthylation. Comme attendu, la comparaison des participants des groupes 
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contrôle et CPT montre une augmentation significative de tous les scores de ces 

échelles comparé à baseline. Aucune différence significative n’a été observée ni 

par genre, ni par groupe de méthylation, suggérant l’absence d’interaction du 

genre et du niveau de méthylation avec le stress, l’éveil, l’anxiété, l’activité et la 

tension. 

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

 Différence selon le 
genre 

p values 

Différence selon le 
groupe de 

randomisation 

p values 

Différence selon le 
groupe de méthylation  

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 l’échelle TICS dans la 

population de cette étude 

En utilisant les données de l’étude, cette échelle a été validée graphiquement par 

une représentation de la matrice de corrélation, le diagramme des valeurs 

propres et numériquement 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 

l’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 

montre que l’interprétation des données groupées en sous-scores est pertinente. 

 
Figure 14: représentation graphique d’une matrice de corrélation entre les items de 
l’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. 

 
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 être 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 même 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 

l’échelle TICS a été mesuré par le coefficient α 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 à 0.7 est acceptable (Bernstein, N.a 1994). Ainsi la 

cohérence interne de l’échelle TICS indique une bonne robustesse.  

  

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

Le BDI, qui est l’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 dû à un amendement au protocole durant l’étude qui a 

conduit à l’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 légère (BDI de 10 à 18) a été retrouvée chez 25 sujets (16.7% de la 
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population évaluée) et une dépression modérée (score de 19 à 29) chez 4 sujets. 

Aucune dépression sévère n’a été retrouvée dans la population (30–63). Par 

conséquent, la population peut effectivement être considérée comme une 

population de volontaires sains. Le diagramme des valeurs propres (Figure 16) 

confirme l’hypothèse d’unidimensionnalité de l’échelle.  

 
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 l’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 la 

définition d’un jeu optimal de variables explicatives pour le modèle, 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 graphiquement par des scatterplots. Un coefficient de 

corrélation r supérieur à 0.8 associé à 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 SI ICD-10) mesuré par les systèmes 

de classification DSM-IV et ICD 10, et Somatoform autonomic dysfunction 

(SAD) et le complaint index (BI Soma) d’autre part sont fortement et 

significativement corrélées comme l’ont montré les scatterplots suivants. 
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Figure 17: scatterplot des corrélations entre les covariables issues des échelles 

d’évaluation subjective 

 
Figure 18: scatterplot de l’index de somatisation (SI DSM-IV et SI ICD-10) évalué via les 
systèmes 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 (BI Soma) et l’index de somatisation (SI ICD 10 et SI 

DSM IV)  
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Figure 19: ACP focalisé des troubles somatoformes : la variable VP.SI_ICD_10 

correspond à l’index de somatisation dans le système de classification ICD10, la variable 
VP.SAD_ICD_10 correspond à Somatoform Autonomic Dysfunction , la variable 

VP.BI_Soma au complaint index et la variable VP.SI_DSM_IV à l’index de somatisation 
dans le système de classification DSM IV. 

 

De plus, le VIF a été utilisé pour identifier la multico-linearité parmi les variables 

explicatives. Les valeurs de VIF supérieures à 5 sont considérées comme preuve 

de multi-colinearité. Nous avons trouvé un problème de multi-colinearité pour les 

covariables suivantes: tension, intensité, inconfort, SAD, BI Soma, SI DSM IV, SI 

ICD 10. 

L’approche qui a été utilisée pour réduire la multi-colinearité est l’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 à 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 systèmes de classification et 

le complaint index (BI Soma), l’analyse en ACP a montré que le complaint index 

explique 99% de la variance. Par conséquent, ces deux covariables, 

complaint index et inconfort, ont été incluses dans l’analyse bivariée, 

puis dans l’analyse multivariée (si une corrélation avec les variables 

dépendantes a émergé de l’analyse bivariée). 

 

Les tests de corrélation et t-tests réalisés sur l’augmentation, la diminution et le 

pic de PAS nous ont conduit à retenir, pour le modèle 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 

l’option correspondante pour le t-test. 

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

 Augmentation 

de PAS 

Diminution de 

PAS 

PIC de PAS 

 r p value r p value r p value 

Groupe de 

randomisation 

 < 2.2e-16  < 2.2e-16  2.27e-15 

Groupe de méthylation       0.008 

Sexe      3.86e-07 

Eveil après le CPT 0.40   1.37e-09 0.43 3.25e-11   

Modification de l’éveil 0.43 2.89e-11 0.46 7.97e-13 0.3 9.28e-06 

Modification de la 
tension 

0.31 2.23e-06 0.34 2.63e-07   

Modification de 

l’inconfort  

0.51 1.11e-15 0.51 8.88e-16 0.3

5 

1.06e-07 

Stress après le CPT   0.33 8.48e-07   

Modification du stress   0.36 9.07e-08   

Les covariables suivantes devraient être incluses: groupe de randomisation, 

groupe de méthylation, sexe, éveil après le CPT, modification de l’éveil, 

modification de la tension, modification de l’inconfort, stress après le CPT et 

modification du stress. Les covariables stress et éveil, respectivement mesurées 

après le CPT et mesurés comme modification comparé à baseline sont fortement 

corrélés. Seules les modifications les plus pertinentes ont été utilisées dans 

l’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 uniquement à la variable PAS dans les analyses suivantes. 

 
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 façon 

répétée au cours du temps pour savoir si leur augmentation de la période de 

repos initiale jusqu’à leur valeur maximale durant le CPT était associée à d’autres 

covariables, en particulier au groupe de méthylation.  

Une ANOVA de type I 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-après.  
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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 
randomisation 

1 1517 1517 10.454 0.0038 

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: 
éveil 

1 967 967 6.666 0.00989 

Résidus 1732 251199 145     

 
Tableau XII: ANOVA de la diminution de PAS du pic atteint durant le CPT à 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 I 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’hypothèse de sphéricité requise pour réaliser ce 

test a été vérifiée par le test de Mauchly, test qui fait l’hypothèse de l’égalité des 
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variances entre les différentes conditions. La sphéricité fait référence à 

l’homogénéité des variances des différences entre les niveaux des mesures 

répétées. Puisque les données ne vérifiaient pas l’hypothèse 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 à 

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 contrôler l’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 contrôle. 

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 après test 
post hoc Tukey 

 
Df Sum Sq Mean Sq 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 après test post 
hoc de Tukey 

  Df Sum Sq 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 à une perte de puissance importante étant donné que la 

forme du profil des mesures répétées n’est pas prise en compte.  

 

 Modèle linéaire à effets mixtes 

Un modèle linéaire à effets mixtes a été utilisé pour analyser si la méthylation de 

l’ADN a un effet sur la réponse au stress. Cette approche est une façon de 

prendre en compte la variabilité intra-sujet. La PAS, variable dépendante 

mesurée, est une variable continue. Par conséquent, l’analyse principale a reposé 

sur un modèle de régression linéaire (fonction lme du package nlme) avec des 

effets mixtes. Ce modèle 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 à 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 modèle 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 modèle linéaire mixte ajusté par le maximum de vraisemblance 

restreint (option REML) confirment le fait que le niveau de  méthylation a un 

effet significatif sur l’évolution de la PAS au cours du temps dans le cadre de ce 

test de stress (Tableau 15). 

 
Tableau XV: Résultats du modèle 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 modèle 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 modèles, il convient de vérifier la normalité des résidus et le fait 

qu’ils soient centrés sur zéro. La validation de ces deux modèles a été réalisée 

graphiquement: la distribution des résidus ne s’écarte pas trop de la normalité 

comme le montrent l’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 modèle mixte pour la PAS 

 

 

2.3 Discussion 

Cette étude, à notre connaissance, est la première à avoir évalué la méthylation 

de l’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 à 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 l’immersion de la main des participants dans de l’eau glacée, 

facteur bien connu pour induire un stress chez des volontaires sains, une 

activation du système nerveux sympathique et une augmentation de la pression 

artérielle. Wood et al, ont montré que ce test peut être utilisé comme un 

prédicteur du risque d’hypertension (Wood, D 1984). 

La méthylation de l’ADN, qui représente la modification épigénétique la plus 

connue, est impliquée dans le développement normal des tissus et dans 

l’apparition de pathologies liées au stress. La régulation de l’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 l’axe HPA (Witzmann, S 2012), dans cette étude 

nous avons utilisé la méthylation des PBMCs comme critère de substitution, pour 

refléter le niveau de méthylation d’autres éléments de l’axe HPA.  

Puisque l’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 l’éveil, tension, inconfort et modification du stress, qui étaient 

significativement corrélées avec l’évolution de PAS ou PAD dans l’analyse 

bivariée ont été incluses dans l’analyse multivariée. Pour expliquer l’évolution au 

cours du temps des variables dépendantes continues (PAS, PAD et RC) nous 

avons utilisé un modèle linéaire à effets mixtes.  

La nécessité de combiner un effet aléatoire sujet à de nombreux effets fixes a 

conduit au choix d’un modèle à 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 l’identification du risque de MCV nous nous 

sommes intéressés à des facteurs de risque largement étudiés: la PA et le RC. Il 

aurait pu être judicieux d’analyser également le profil lipidique des sujets et 

également des facteurs de risque moins connus tels que: l’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 à la population générale n’est pas possible. 

Néanmoins, la randomisation des participants entre le groupe CPT et le groupe 

contrôle a permis d’assurer une comparabilité des deux sous-groupes à baseline. 

Les tests réalisés pour vérifier cette comparabilité n’ont montré aucune 

différence. 

L’utilisation d’un test de stress validé permet une évaluation dans des conditions 

rigoureusement contrôlées ainsi qu’un contrôle des conditions externes qui 

rendant l’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 contrôle pourrait être 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 à différents moments de l’expérience représente un moyen d’utiliser 

chaque sujet comme son propre contrôle, et ainsi de réduire le nombre de sujets 

nécessaires. Cela constitue un moyen économique d’évaluer des  participants 

dans les mêmes sessions expérimentales. 
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La principale faiblesse liée aux designs à mesures répétées est en général l’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 à mettre en place ici car dès 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 contrôle. Cette 

étude est conduite en ouvert dès les premières visites. Par conséquent, les 

participants inclus dans le groupe test, connaissant le sujet sur lequel porte 

l’étude (tout comme les sujets constituant le groupe témoin), pourraient 

chercher à aider le chercheur en donnant des réponses qu’ils pensent être les 

réponses attendues de l’étude, par exemple une augmentation de leur niveau de 

stress, d’éveil, de tension ou d’anxiété après le CPT comparé à baseline et 

l’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 l’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 l’ADN des promoteurs 1F et 1H du gène du GR et la 

pression artérielle systolique, critère 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 l’augmentation du 

risque d’apparition d’une altération de la réactivité au stress. De plus, il pourrait 

être intéressant d’étudier les causes de la méthylation de l’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 à une altération de la 

régulation de l’axe HPA (Neigh, G 2009). Par conséquent, les résultats de cette 

étude ont été pris en considération pour élaborer le design d’une deuxième étude 

portant sur la réponse au stress dans une population spécifique, pour laquelle le 

profil de méthylation de l’ADN pourrait avoir était altéré suite à ces conditions de 

stress.  
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3 SECTION 3: ETUDE EPIPATH 

3.1 Scientific background - Rationnel, justification de l’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 

problèmes de santé publique majeurs et d’autre part, que la méthylation de 

l’ADN représente une interface entre le génome et l’environnement (Fraga, M 

2005)(Szyf, M 2011a)(Bird, A 2007). D’un point de vue général des antécédents 

d’ELA sont associés à une altération de l’état de santé général par rapport à une 

population non exposée. Une attention particulière a été portée à une population 

de femmes souffrant de troubles gastro-intestinaux, symptômes fréquemment 

associés à des antécédents de maltraitance physique ou sexuelle. Ils ont montré 

que les femmes ayant subi ces abus étaient davantage susceptibles de rapporter 

des symptômes somatiques liés à 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 l’année suivante. Cette relation 

s’explique par le fait que les femmes ayant des antécédents de maltraitance, 

présentent une fréquence accrue de symptômes somatiques et handicaps 

fonctionnels par rapport à une population non exposée. De la même façon, 

Renee D. et al. (Renee, D 2003) ont décrit une association significative entre les 

abus subis durant l’enfance et l’augmentation de la vraisemblance des problèmes 

gastriques récurrents (OR=3.5; 95% CI=1.9, 6.4), migraine (OR=2.7; 95% 

CI=1.2, 5.8), et ulcère (OR=4.2; 95% CI=1.8, 10.0) à l’âge adulte.  

Trois principales catégories de problèmes de santé publique, associés d’une part 

à l’ELA et d’autre part à la méthylation de l’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 à l’augmentation du niveau global de 

méthylation de l’ADN. La méthylation de l’ADN jouerait également un rôle dans 

les troubles dépressifs majeurs, autres troubles mentaux et altérations du 

système 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 l’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 à une augmentation du niveau global de méthylation de l’ADN 

(Sharma, P et al 2008)(Baccarelli, A et al 2010c) et des niveaux plus faibles de 

méthylation des promoteurs des gènes (par exemple IGF2 (Heijmans, B.T et al 

2008)). De la même façon, dans les cardiomyopathies, une corrélation inverse a 
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été démontrée entre le niveau de méthylation de l’ADN et l’expression des gènes 

angiogéniques (Movassagh, M et al 2010). Chez les rongeurs, la nutrition 

maternelle modulerait la méthylation des gènes du système rénine-angiotensine 

et par conséquent la pression artérielle(Bogdarina, I et al 2007). De plus, l’étude 

CPT décrite dans la Section 2 a permis d’identifier un lien entre la méthylation du 

promoteur du gène du récepteur humain aux glucocorticoïdes et les mesures 

cardiovasculaires liées à 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 à une méthylation différentielle de l’ADN dans les PBMCs, l’influence de 

l’ELA sur le niveau global de méthylation dans ces conditions a fait l’objet de peu 

d’attention jusqu’ici. Tout porte à croire que la modulation de la méthylation par 

l’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 gènes est sous l’influence des facteurs environnementaux 

(Fraga, M et al 2005)(Szyf, M et al 2011a).  

Dans le modèle d’ELA chez le rat, les jeunes rats ayant reçu peu d’attention et de 

soins présentent, durant leur vie, une réactivité accrue de l’axe HPA (Baylin, S 

2000)(Strickland, F. 2008). Un défaut de soins/d’attention maternelle a été 

associé à une faible expression du GR (Baylin, S 2000) et un niveau élevé de 

méthylation (80-100%) d’un CpG clé entièrement conservé du promoteur 17 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 l’humain. 

Le lien entre le niveau de méthylation du promoteur 1F du GR chez les nouveau-

nés et l’humeur maternelle durant la grossesse a également été démontré, ayant 

pour conséquence une réactivité accrue de l’axe HPA au stress durant l’enfance 

(Dong, M. 2004)(Shirtcliff, E.A. 2009). Dans la cohorte néerlandaise de "l’Hiver 

de la faim"  l’association observée entre la méthylation du promoteur 1F du GR 

et la réponse au stress chez l’adulte a aussi été expliquée par des influences 

environnementales autres que l’ELA (par exemple l’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 modifications du profil de méthylation de l’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 reçu très peu d’attention jusqu’ici. Ainsi, l’étude 

EpiPath propose d’analyser l’effet de l’ELA sur la méthylation de l’ADN.  

Cependant l’objectif d’EpiPath n’est pas de montrer le lien entre l’ELA et les 

pathologies de l’âge adulte, mais de fournir une meilleure compréhension de 

l’impact de l’ELA sur la méthylation de l’ADN et les conséquences sur la réponse 

au stress, les maladies cardiovasculaires, mentales et infectieuses. 

L’hypothèse de travail est la suivante:  

Nous suggérons l’existence d’un profil de réponse épigénétique particulier, 

faisant suite à des antécédents d’ELA, qui pourrait augmenter la susceptibilité à 

un large spectre de pathologies résumées par l’acronyme CAMI, et conférant un 

profil à “haut risque” pour ces pathologies. La susceptibilité aux pathologies CAMI 

pourrait dépendre à la fois directement des modifications épigénétiques 

impactant l’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 l’étude EpiPath 

3.3.1 Design de l’étude 

EpiPath est une étude observationnelle monocentrique académique analysant les 

effets de l’ELA sur certaines pathologies de l’âge adulte. Elle pourrait être 

considérée comme une étude de cohorte, de type « exposés / non-exposés» à 

des antécédents d’ELA. Elle a été développée par le Département d’Immunologie 

du CRP-Santé en collaboration avec l’Université du Luxembourg et le 

Département de PsychoBiologie de l’Université de Trèves. Un groupe de jeunes 

adultes ayant subi une ELA sévère, puis ayant été adoptés par des parents vivant 

au Luxembourg sera recruté, ainsi qu’un groupe contrôle. Tous les participants 

seront invités à se rendre à 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 l’étude se justifie ainsi :  

- Les deux groupes (exposés et non-exposés) constituant la cohorte 

pourront être suivis dans le temps   

- méthode appropriée à l’analyse des facteurs d’exposition relativement 

rares, tels que l’ELA.   

- ce design permet le suivi de différentes pathologies en même temps ainsi 

que l’identification des profils épigénétiques particulier. 

Ce type d’étude, observationnelle exploratoire, requiert une méthodologie et un 

design très spécifique.  

Les participants seront recrutés uniquement au Grand-Duché du Luxembourg de 

décembre 2013 à 2016. 

 

Critères 

Les éléments clé de l’étude sont: l’évaluation du niveau de méthylation sur 

l’ensemble du génome, de l’ELA, la réactivité au stress, l’évaluation 

psychologique sur une période de suivi d’un an. Par contre, aucun critère 

principal n’est défini. Il sera demandé aux personnes incluses de participer à 

deux sessions expérimentales et d’accepter d’être 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 l’intermédiaire 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 contrôle, ou "non exposé". Les groupes seront 

aussi proches que possible et différeront uniquement par l’exposition à une ELA.  

 Groupe ELA 

L’institutionnalisation, ou séjour dans un orphelinat, suivie par une adoption 

constitue un modèle standard d’ELA. Le travail de Gunnar et al. (Gunnar, M 

2000)(Gunnar, M 2009) a clairement montré que même 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 l’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 altère significativement le comportement social et émotionnel 

des enfants, de nombreuses années après l’adoption (Kaler, S 1994)(Hodges, J. 

1989). 

EpiPath recrutera des participants ELA qui ont été institutionnalisés et adoptés au 

cours de leurs premières années de vie quelques soit leur sexe, origine ethnique 

ou géographique, nationalité actuelle ou passée et âge au moment de l’adoption. 

Il a été précédemment démontré que la réponse au test de stress était optimale, 

dans la tranche d’âge 18-30 ans, c’est pourquoi la population recrutée devra 

répondre à ces critères d’âge. 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 à un risque de subir des 

conséquences néfastes suite à leur participation à cette étude (par exemple 

troubles psychotiques) constituent des critères 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 l’ordre de 250-300 personnes. Afin d’éliminer les risques à 

court terme, les participants potentiels présentant des contre-indications au fait 

de placer leurs pieds dans de l’eau froide (par exemple le syndrome de Raynaud, 

la maladie des agglutines froides) seront exclus. 

Grâce 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 l’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 Ministère de la Famille et de l’Intégration et sont 

spécialisées par pays d’origine des enfants. (Rapport D’activité Du Ministère de 

La Famille et de l’Intégration 2012)  

 
Tableau XVII: associations adoption agréées au Luxembourg 

Associations d’adoption Pays d’origine 

Amicale Internationale d'Aide à l'Enfance 
(AIAE) a.s.b.l. 

Corée du Sud, Inde 

Service d'Adoption de la Croix-Rouge 

luxembourgeoise 

Luxembourg, Bulgarie, Colombie, 

other 

Naledi a.s.b.l. Afrique du Sud 

Luxembourg-Pérou a.s.b.l. Pérou 
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 Groupe contrôle 

Le groupe contrôle idéal serait un groupe d’individus : 

- génétiquement appariés (personnes ayant des profils génétiques proches) 

à des individus ayant des antécédent d’ELA et élevés par des parents et 

entièrement intégrés socialement et ayant une préparation linguistique au 

Luxembourg; 

- élevés par des parents Luxembourgeois par exemple des frères et sœurs 

non-adoptés de la même famille que l’enfant adopté;  

- élevés par des parents Luxembourgeois appariés par âge et sexe aux 

enfants ayant un historique d’ELA.  

En pratique, pour le groupe contrôle, nous allons majoritairement recruter des 

frères et sœurs des enfants adoptés. Les sujets du groupe contrôle seront 

également évalués pour l’ELA et un cut-off sur le questionnaire Childhood 

Trauma Questionnaire, Parental Bonding Index, et Relationship Questionnaires 

seront définis, au-delà desquels, les sujets contrôles ne pourront pas être inclus. 

Si nous ne parvenons pas à recruter un nombre suffisant de frères et sœurs non 

adoptés, nous recruterons des adultes de même sexe et d’âge 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 l’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 l’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 Trèves) du Cold Pressor Test (CPT), test de stress similaire au 

SLST. D’après 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 être réévaluée afin de confirmer 

l’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 à environ 250-300. Cela constitue un pool 

important d’individus adoptés au Luxembourg après 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 contrôle. Des sous-groupes 

seront constitués au sein des participants ELA sur la base des résultats de 

l’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 à l’identification des régions qui diffèrent par 

leurs niveaux de méthylation. L’analyse des données issues du suivi au long 

terme de la population risque d’être difficile du fait du taux important de perdus 

de vie. 

3.3.3 Evaluation de l’ELA 

L’ELA sera étudiée et caractérisée grâce à deux auto-questionnaires et un 

entretien parental. Les données de la littérature proposent de nombreux 

systèmes de classification pour évaluer la nature et l’intensité de l’ELA. Les outils 

les plus utilisés sont le Childhood Trauma Questionnaire (CTQ) qui définit cinq 

catégories d’ELA : abus physique, abus sexuel, abus émotionnel, négligence 

physique et négligence émotionnelle. Dans cette étude, le traumatisme perçu 

sera mesuré par le CTQ, présenté en Annexe 4. Il s’agit d’un auto-questionnaire 

validé destiné à mesurer rétrospectivement, chez l’adulte ou l’adolescent, la 

fréquence et la sévérité des différents types d’abus subi durant l’enfance. La 

fiabilité test/retest du CTQ a était démontrée, avec des valeurs telles que de 0.79 

à 0.86 sur une période de 2 à 4 mois, suggérant l’existence de biais de mémoire 

lié à des états d’humeur transitoire (Bernstein, N.a 1994) (Rapport D’activité Du 

Ministère de La Famille et de l’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 l’ELA, il a 

été utilisé de façon fiable dans un grand nombre d’études afin d’investiguer les 

effets de l’ELA sur les troubles de type anxiété. Ces questionnaires permettront à 

l’équipe d’évaluer l’intensité, la durée et la nature de l’ELA subie.  

Néanmoins, la mesure de la fréquence et de la sévérité des maltraitances subies 

durant l’enfance n’est pas simple. Aucune norme ou référence n’a été publiée à 

ce jour concernant une population d’adultes ayant subi des maltraitances et abus 

durant l’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 

questionnaire spécifiquement élaboré pour évaluer l’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 à contacter leurs 

parents et à procéder à 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 à un enregistrement audio de cet entretien. 

Un consentement oral leur sera demandé après que l’objectif de l’étude leur aura 

été expliqué. Un questionnaire similaire sera proposé aux participants eux-

mêmes. La nature (émotionnelle, physique, sexuelle de l’abus ou de la 

négligence), l’intensité (basée sur un score lié au nombre de catégories 

d’évènements néfastes reportés) et leur durée (durée de la période de placement 

en institution) de l’ELA seront mesurés par ces questionnaires. Les écarts de 

réponse entre les données collectées auprès des parents et celles recueillies 

auprès des enfants seront analysés. Nous pouvons nous attendre à 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 à une 

potentielle surestimation de la différence. 

3.3.4 Analyse statistique 

Les participants des groupes ELA et contrôle seront comparés par des analyses 

de variance (ANOVA) pour les variables continues et des tests du χ2 pour les 

variables catégorielles. 

 

 Evaluation de la réponse au stress 

Pour déterminer la relation entre l’ELA et la réponse au stress, nous réaliserons 

un modèle linéaire mixte incluant comme variable dépendante la pression 

artérielle systolique, l’ELA comme effet principal, le niveau de méthylation 

comme terme d’interaction et un effet sujet comme effet aléatoire. 

 

 Evaluation de l’ELA  

Il a été précédemment démontré que le type d’ELA subi est fortement corrélé 

aux pathologies psychiques survenant à l’âge 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 l’enfance (Oberlander, T.F 2008). Si l’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 être associée au statut de méthylation, 

quel que soit le nombre de types de maltraitances subies durant l’enfance (sur la 

base des différentes catégories rapportées par le CTQ). Finalement et 

uniquement pour les sujets ELA, l’association entre les abus cliniquement 

documentés et le statut de méthylation sera testée. 

 

 La méthylation de l’ADN 
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Dans cette étude, le niveau global de méthylation de l’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 l’une des techniques les plus 

fréquemment adoptées (Weber, M 2005). Elle consiste en la fixation d’anticorps 

spécifiques aux 5-methylcytosines (5mC), conduisant à la précipitation de l’ADN 

méthylé. Dans cette étude, cette méthode sera combinée à une méthode de 

séquençage 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 très 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 l’Ethical Review Panel (ERP) de l’Université du 

Luxembourg, regroupant des membres du CRP-Santé et de l’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 l’ERP. L’accord du CNER a été 

obtenu avec quelques conditions fin mai (Annexe 6). J’ai préparé le dossier initial 

de soumission à l’ERP et une partie du dossier soumis au CNER (deuxième 

version, Annexe 5). Suivant la réponse de l’ERP, nous avons soumis une version 

rectifiée. Nous avons également reçu une réponse positive de l’ERP en mars 

(Annexe 7).   

Conformément à 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 œuvre pour protéger les données personnelles à 

chaque stade de l’étude (accès, 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 l’EpiPath différents types de biais pourraient affecter la fiabilité des 

résultats : 

Les biais liés à 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-mêmes mais également leurs parents adoptifs qui n’ont pas 

nécessairement une parfaite connaissance des conditions subies par leurs 

enfants avant l’adoption. Par ailleurs, Payne et al. ont montré que le stress a un 

impact sur la mémorisation des évènements subis. Le stress survenant avant un 

évènement d’ordre émotionnel faciliterait la mémorisation de cet évènement, 

alors qu’un stress suivant un évènement neutre en réduirait la mémorisation 

(Payne, J 2007). 

Un biais de mesure de l’ELA est attendu du fait de la "désirabilité sociale". Ce 

biais de réponse intervient lorsque les participants à une étude ne répondent pas 

honnêtement car ils estiment que la vérité ne serait pas socialement acceptable, 

ou mal perçue. Ce biais peut conduire à une sous-estimation du niveau d’ELA. 

Néanmoins, le design de l’étude, de type cas/contrôle devrait permettre de 

réduire l’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 à des analyses en sous-groupes selon l’origine ethnique des sujets. 

3.4.1.2 Limites 

Une première limite liée au design de l’étude serait le taux de perdus de vue au 

cours de l’année de suivi. Ainsi les données qui seront principalement impactées 

sont les données liées à la partie immunologique. 

La seconde limite concernerait la sélection de la population ELA. Tout d’abord, on 

peut s’attendre à ce que les individus qui accepteront de participer à 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 

l’étude seront principalement basés sur les individus ayant été placés en 

institution. Ainsi, la transférabilité directe des résultats à 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 l’ADN demeurent 

inconnus à ce jour. Néanmoins, l’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 l’ADN, d’autres mécanismes épigénétiques pourraient 

jouer un rôle dans l’augmentation de la susceptibilité aux CAMI et pathologies 

liées au stress. Par exemple les modifications des histones sont également 

responsables de l’activation ou de l’inactivation des gènes durant le 

développement. A ce stade, la façon dont ces phénomènes pourraient influer sur 

les phénotypes dépendant de l’environnement reste inconnue. Les ARNs non 

codant contribuent également à la régulation de l’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 hypothèse 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 gènes 

autosomiques présentent des niveaux de méthylation de l’ADN différents entre 

hommes et femmes (Tobi, E 2009). De la même façon, des effets de la nutrition 

sur la méthylation de l’ADN au niveau des gènes autosomiques spécifiques 

semblent être très différents selon le sexe. Des études sur la souris ont révélé 

des différences marquées de réponses épigénétiques à 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 l’épigénome des 

individus après leur adoption. Par exemple, une étude épidémiologique a identifié 

un lien possible être les particules aériennes pollution et la méthylation globale 

de l’ADN dans les cellules circulantes. La méthylation globale a été également 

altérée dans le sang des individus qui ont été exposés à des carcinogènes de 

type benzène. Un facteur de confusion possible est que le stress 

environnemental peut altérer l’abondance relative des différents types de cellules 

sanguines. De telles modifications pourraient conduire à une altération des 

niveaux de méthylation de l’ADN pour certains gènes spécifiques. De plus, la 

méthylation de l’ADN elle-même est associée à la différenciation cellulaire dans 

l’hématopoïèse, et sa perturbation pourrait affecter les populations cellulaires 

sanguines. Pour éviter ces facteurs de confusion, idéalement d’autres lignées 

cellulaires et tissus auraient pu être explorés. Nous nous sommes limités dans 

cette étude à la collecte de cellules buccales épithéliales. Cette méthode non 

invasive a été privilégiée dans l’objectif  de faciliter l’adhésion des participants et 

l’approbation du protocole de l’étude par les autorités d’éthique. 
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4 SECTION 4 : DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

Cette thèse repose sur deux études portant sur l’épidémiologie épigénétique. La 

première, 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 

gène 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 l’ADN a probablement été altéré. De nombreux articles ont 

montré que des modifications épigénétiques peuvent être induites par des 

conditions environnementales, telles que des maltraitances subies durant 

l’enfance (ELA). A ce jour l’ELA est la seule manifestation, non-pharmacologique 

et non cancéreuse, connue liée à une modification de la méthylation de l’ADN. 

L’approche utilisée dans  l’étude CPT a été adaptée dans l’étude EpiPath à une 

population ayant été exposée à un stress au cours des premières 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 exposés, dit "groupe ELA" et groupe non-exposés, dit "groupe contrôle". 

Suite aux résultats de l’étude CPT, un autre type de test de stress a été utilisé 

dans l’étude EpiPath. L’inconvénient du test utilisé dans la première étude est 

que le CPT était l’induction d’une réponse au stress qui soit principalement à 

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 à composante psychique. De ce fait, dans l’étude EpiPath, le “socially 

evaluated cold pressor test” (SECPT) (Berrebi, D 2003) combiné au PASAT seront 

utilisés à la place du CPT. EpiPath s’appuie sur les conclusions et l’évaluation de 

la réponse au stress évaluée via des paramètres cardiovasculaires dans l’étude 

CPT, à la différence près que les mesures seront réalisées battement par 

battement ("beat to beat"). Cela permettra à l’équipe projet de déceler 

l’implication du SNA dans la relation méthylation de l’ADN / réponse au stress, en 

suivant des variables telles que la variabilité du rythme cardiaque.  

Ainsi les résultats et la mise en œuvre de l’étude CPT ont permis au Groupe de 

Psychoimmunologie de développer et d’améliorer le protocole de l’étude EpiPath. 

Le lien entre la méthylation du gène du GR et la réponse au stress a déjà 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 l’ADN ont potentiellement été altérées. L’équipe du 

projet EpiPath identifiera les conséquences de l’ELA sur l’apparition de 

pathologies à l’âge adultes et le lien potentiel avec le profil de méthylation.  

 

De plus, utiliser une approche basée sur la méthylation de l’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 à une ELA 

et le groupe contrôle. 

En conclusion l’étude EpiPath devrait confirmer l’une des deux hypothèses 

mécanistiques proposées dans la section 1.2. qui diffèrent par le rôle et la place 

de l’altération de la réponse au stress. L’hypothèse la plus probable serait que les 

troubles de la réponse au stress soient influencés, de la même façon que les 

pathologies appelées CAMI, par des antécédents d’ELA, via des modifications 

épigénétiques. A court terme, EpiPath conduira à l’identification de facteurs de 

risque de CAMI via des critères de substitution validés. Néanmoins, cette étude 

reste à visée exploratoire. En effet, pour affirmer que l’ELA constitue réellement 

un facteur de risque, et ainsi être en mesure de calculer de risque relatif ou 

l’Odds Ratio, un suivi au long terme est nécessaire reposant sur des critères 

cliniques. Cela constitue le seul moyen d’évaluer l’augmentation de la 

susceptibilité aux CAMI. Cependant, l’intérêt 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 ; première étape 

indispensable à la mise en place de ce suivi.  

L’intérêt de cette étude d’un point de vue santé publique est double. Cette 

approche vise à la fois à développer les connaissances actuelles en épidémiologie 

épigénétique et à sensibiliser une population particulière ayant été victime d’ELA, 

afin d’encourager des démarches de prévention. Le véritable challenge repose 

sur la phase de suivi à long terme des sujets. 

D’un point de vue méthodologie, ce type d’étude présente une complexité 

particulière dans la mesure le profil de méthylation peut difficilement être isolé 

de la séquence d’ADN. Comme l’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 l’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, l’effet du variant ou des allèles du gène représente uniquement l’un 

des facteurs influençant le risque d’apparition de la maladie.  

 

Même si elles sont utilisées dans le cadre de l’estimation de ce risque (Norrgard 

2008), les résultats des études GWAS ne sont généralement pas directement 

applicables à 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 l’incidence d’une pathologie 

complexe est limitée à l’estimation statistique de l’augmentation du risque 

d’apparition de la maladie, plutôt que par un véritable facteur pronostic.  

Par ailleurs, l’exploration des conséquences des modifications non-génétiques sur 

l’apparition des maladies, reste à approfondir. La mise en place d’études à large 

échelle d’études de type EWAS semble constituer le meilleur moyen de relier une 

variation phénotypique à une modification épigénétique (Vardhman et al 2011).  

Ces études se sont développées très rapidement au cours des dernières 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 l’hétérogénéité de la population cellulaire 

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

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

- Vérifier et valider les résultats 

- Etre prudent dans l’inférence causale dans la mesure où la plupart des 

études EWAS sont exploratoires. 

Ces recommandations ont été prises en compte dans l’élaboration du protocole 

de l’étude EpiPath. 

Les études EWAS visent notamment à apporter des éléments permettant 

l’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 l’Anaes le recours à un modèle d’évaluation du RCV 

permettrait une évaluation quantifiée et reproductible du RCV global (Anaes 

2004). Contrairement à la méthode de sommation des facteurs de risque, ces 

modèles intègrent la valeur précise des paramètres évalués (par exemple la 

PAS), qui entrera dans un calcul mathématique précis.  

Parmi les différentes approches proposées, deux modèles d’évaluation du RCV 

font consensus : 

- Le modèle 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 l’évaluation d’autres modèles. Il peut être réalisé manuellement en se 

servant d’abaques ou en utilisant des logiciels et permet d’évaluer le 

risque coronarien à 10 ans. 

Il tient compte du sexe, de l’âge, du taux de cholestérol total, du taux de 

HDL-C, du tabagisme, de l'existence d'un diabète et de la PAS, un nombre 

de points différents étant attribué à chaque niveau de ces différents 

facteurs.  
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A l’issue de ce calcul, les sujets dont le score est supérieur à 20 % seront 

considérés comme à haut risque CV. 

- Le modèle de SCORE issu d’études de cohortes européennes, reposant 

ainsi sur des populations similaires à la population française en ce qui 

concerne la prévalence des MCV. 

Les recommandations de l’Anaes suggèrent de choisir l’un de ces deux modèles 

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 l’étude 

pourrait  être adapté selon les avancées scientifiques et méthodologiques. 

Comme mentionné précédemment, les conclusions premières reposant 

essentiellement sur des critères de substitution, seront à confirmer par une 

phase de suivi au long terme des sujets sur la base de critères cliniques. De plus, 

l’utilisation d’un modèle d’estimation du RCV constituerait une opportunité 

d’affiner l’évaluation du risque. Les résultats de cette étude devront être mis en 

perspective des connaissances établies en épidémiologie épigénétique et 

également des études interactions gène-environnement.  
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Annexe 1 

Mécanismes épigénétiques 

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

 



 

Annexe 2 

Echelles visuelles analogiques 

 

EpiPath 

Vi5.Ual analoe:~ KaI6 

For the faor questions below please rate howyao feeI by placine a cross on t:he Kate that 

corn:sponch to howvoY are currently feeline. not durine the pt'f"JÎOIJS mînute$ or hourl. 

• please rate how much pain you are currentlyfeelin~ 0 Is no pain whatsoever, and 10 is the 

wom pain imaejnable. 

0:-:-:-:-:- :- :- :-:--:- t10 

• Please rate voYr current feel,l\&S of stre$S. 0 is vert relalCed aod unstressed, 10 Is unbearable 

,,= 

0:- I-- t--:-:- t-- t- :-- I--:-- t10 

• Please rate voYr current feel,ne;s of 8I(0US81. 0 is verysleepy, 10 is verv awake Of alert 

0:- t -- t--: - :--: -- t- : --: --: -- 1 10 

• Please rate your current feelines of ~_ 0 is verycalm and collected, 10 is the hieh~ 

anxiety imae'nable. 

0:-:-t--: - 1--: --:- 1 -- :--- : --1 10 



 

Annexe 3 

Diagramme de l’étude CPT 
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cv data 
14 su bjects 
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218 slIbjects 
analysed 



 

Annexe 4 

Childhood trauma questionnaire (CTQ) 

IW'icht et al . ./0011 

!lelow yoo will find a =ie> of ,totement,. whKh )"Ou Me .,ked to ,.t. 1ICC0,dirc to how t"", yoo 

f~ thoy M' lof yo<I . nd yoUf f.mily. PI."", om. the m • ..,ber thot best rdiocts)'OUr e"l"'ner,eo. 
where 1 me.", newf .nd 5 "",a n, VffY oft .... 

~e in)'OUr fomily collod yo<Ilhi fll' li.., 
stupid. Iozy, or urly. , , • 
You l hourht yoo' p"",nts wished)'OU hod ne.", 

~~ , , • 
~e in mv fomily ,.id hurtful '" inwltirc 
thincs to me , , , • , 
1 folt t hol somee"" in mv Iomily hol«l me. , , , • , 
1 œtiev< thot 1 wa, omotiooolly .buse<!. , , , • , 
1 rot hi! so ho'" bv som<OflO in my fomilythot 1 
hod to =. doc!", '" 10 to the ho<pitol. , , • 
~e in mv fomily hit me so Mrd t hot it Ieft "'" 

with brui,.., '" mo<h , , • 
1 WB> puni'hod with . beIt, a be.rd •• c<><d, or 
som. othe, ho'" oo;.ct. , , , • , 
1 boli.". 1 wa, physic. 11y obusod , , , • , 

1 rot hrt 0' bo.œn so b.odIy t hot it WB> notk«l bv 
som"""" Iil< • teac ..... , neiehbou" o r doctor. , , • 
~ t ri«l 10 t<><Kh me in • "".ua! way. o r 
tri«! 10 moU me t<><Kh IIlem. , , • 
~ t h,e ... ned 10 hurt "'" '" tol l li.., 
.roui "'" uni.." 1 di<! somothirc =" .. 1 wilh 
~m. , , • 



 

  

Someooe t rie<! to ma~e me do ""'~ t i", '" 
wotch sexuol t hi"". , , , • , 
Someooe "..,Ie>œd me , , , • , 
1 bolieve tIurt 1 wo, "" .... 1Iy obused. , , , • , 
The,e wa , somec ... in "'" f. mily who helped me 
teel t hat 1 WM impofl.nt <X >petiaI. , , , • , 
1 leI! lovoed , , , • , 

~e in "'" lamily Iooked out fo.- e<Kh other. , , • 
~e in "'" lami;'" leI! dose to e<Kh other. , , • 
My /am i;'" WoU . ",urce of ""'n&lh .nd , upport , , , • , 
1 <idn't ho"" enoolh to •• t , , , • , 
1 knew thot the", WM """"""" to toke co", of 
me 00<1 p.-oœct me , , • 
My .,..,enls _'" too drun~ '" hilh totoU ca", 
ofthe/amily. , , , • , 
l hod tow .. r dirtydo!he> , , , • , 
The,e wa , somec ... to t.~e me to the doctor il l 
needed rt. , , • 



 

Annexe 5 

Version rectifiée du dossier de demande d’autorisation au CNER (comité d’éthique national) 
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Annexe 6 

Courrier de réponse favorable du CNER pour l’étude EpiPath 
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Annexe 7 

Avis positif de l’ERP 
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RESUME : 
 

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

Compte tenu de son implication dans la régulation de la transcription et l’inactivation des gènes[4], la 
méthylation de l’ADN pourrait également jouer un rôle 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 l’épigénétique, en particulier concernant les gènes 
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 l’ADN.  

L’étude “Cold Pressor Test” a montré un lien entre la réponse à un stress induite par un test validé- le Cold 
Pressor Test - et la méthylation du gène du récepteur aux glucocorticoïdes (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 PsychoImmunologie du CRP-Santé ont 
conduit à l’élaboration du protocole de l’étude “Long term epigenetic and physiological effects of early life 
adversity” (EpiPath). EpiPath analysera l’impact des maltraitances subies durant la petite enfance, ou "Early Life 
Adversity" (ELA) sur les facteurs de risque de problèmes de santé publiques majeurs: maladies 
cardiovasculaires, mentales, du système immunitaire et altération de la réponse au stress. Le lien entre des 
antécédents d’ELA et la survenue de ces pathologies ayant déjà été mis en évidence, l’objectif de cette étude 
est de fournir une meilleure compréhension de l’impact de l’ELA sur la méthylation de l’ADN et les 
conséquences cliniques. 
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