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Introduction

Ce travail de thése a été réalisé au sein d’une équipe de recherche qui s’attache a
retracer I'histoire des populations humaines du passé grace a l'étude de l'acide
désoxyribonucléique (ADN) extrait de restes humains datant de plusieurs centaines a
plusieurs milliers d’années. Ces études, dites d’ADN ancien ou de paléogénétique,
reposent avant tout sur le substrat biologique utilisé comme source d’ADN d’ou

'importance accordée au choix de ce substrat.

Dans cette introduction seront présentés les différentes notions élémentaires
concernant la molécule d’ADN, les particularités de '’ADN ancien, ainsi que les
marqueurs moléculaires utilisés lors d’identifications génétiques humaines. Les
notions concernant la paléogénétique seront ensuite développées a travers un bref
rappel historique permettant de mettre en évidence l'importance des substrats

biologiques fréquemment retrouvés en contexte archéologique.

l. Généralités

1.1. La molécule d’ADN

L’ADN est une macromolécule support de linformation génétique chez tous les
organismes vivants (a I'exception de quelques virus). Elle est formée de deux chaines
de polymeéres formant une structure en double hélice (1). Chaque brin est constitué de
quatre nucléotides composés d’un groupe phosphate, d’'un sucre et de 'une des quatre
bases suivantes : Adénine, Thymine, Guanine ou Cytosine (A, T, G ou C). Ces bases
s’associent entre elles de maniére complémentaire, ainsi 'adénine est complémentaire
de la thymine et la guanine de la cytosine. Les nombreuses liaisons phosphodiester
3’-5’ confére a la molécule d’ADN une orientation de lecture de I'extrémité 5’ phosphate

vers I'extrémité 3’ hydroxyle (Figure 1).

Chez 'Homme, deux types d’ADN coexistent au sein d’'une cellule : ’ADN nucléaire
(ADNnu) retrouvé dans le noyau des cellules (sauf pour les globules rouges) et présent
sous forme de chromosomes (22 paires d’autosomes ou chromosomes homologues

et une paire de chromosomes sexuels, XX pour les femmes et XY pour les hommes)
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et TADN mitochondrial (ADNmt) présent dans les mitochondries du cytoplasme des

cellules.

L’ADNnu présente une transmission biparentale excepté pour le chromosome Y. En
effet, ce dernier est uniquement transmis de pére en fils et permet I'étude des lignées
paternelles. L’ADNmt présente une transmission exclusivement uniparentale de la

meére aux enfants, ce qui permet I'étude des lignées maternelles.

NMNGETTeR Des s
FEarcnine
=i
e

= AR
TronT

< ilAal
T

Fiigar-
Pl Ephae
Fankhnna

i)

Figure 1 : Structure de I’ADN.

a) Structure de la double hélice d’ADN découverte par Watson et Crick en 1953.

b) La stabilité de la double hélice résulte de I'association des deux chaines polynucléotidiques liées par des
liaisons hydrogéne entre chaque paire de bases complémentaires.

c) Deux liaisons hydrogéne relient 'Adénine (A) et la thymine (T), tandis que trois liaisons hydrogéne relient la
cytosine (C) et la Guanine (G).

l.2. Particularités de I’ADN ancien

L’ADN ancien (ADNa) présente des caractéristiques spécifiques qui le distingue d’'un
ADN contemporain. En effet, dés la mort d’'un organisme, les mécanismes cellulaires
de réparation de 'ADN cessent immédiatement, et les cellules subissent rapidement
une autolyse, par l'action d’endo- et d’exo-nucléases. En plus de ces dégradations
enzymatiques rapides, des processus chimiques, plus lents, vont également contribuer
a sa dégradation. Les phénomeénes chimiques sont surtout des hydrolyses et/ou des
oxydations qui pourront provoquer des coupures simples ou double brin d’ADN mais

aussi la formation de bases modifiées ou de sites abasiques (2) (3) (4) (Figure 2).
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D’autres phénoménes chimiques conduiront plutdét a la formation de liaisons intra-

et/ou inter-moléculaires, produisant par exemple des complexes ADN-protéine (5).

Agents de dommage :
ALV, rachcous, sgenins alkylsit, rdaciions sponibinges, . |

/
AR

Tommation d'un siks . .
abusique cassure double brin modificiion de Ta pontage ADN.protine

base

cassure simple brin

Figure 2 : Dégradations post-mortem subies par la molécule d’ADN.
D’aprés Jobling et al., 2004. (6)

Au vu de ces multiples processus de dégradation post-mortem, I'étude de 'ADNa
représente un véritable défi, la quantité et la qualité de 'ADN disponible se trouvant

fortement diminuées.

Le choix du substrat d’analyse peut aussi impacter la réussite d’'une étude d’ADNa. Si
beaucoup de tissus cellulaires différents peuvent étre source d’ADN (tissus mous,
ongles, cheveux, os et dents), les dents et les os font parties des substrats privilégiés
car ils peuvent étre aisément soumis a des décontaminations de surface. En effet,
'ADNa présente un risque élevé d’étre contaminé par des molécules d’ADN
contemporain qui, n’étant ni fragmentées, ni dégradées, seront préférentiellement
amplifiées lors de la réaction de polymérisation en chaine (PCR). Ce risque de
contamination (par les personnes ayant accés aux échantillons anciens, le matériel
utilisé ou encore les réactifs employés) est présent tout au long du processus
analytique, ce qui implique des précautions rigoureuses a prendre tout au long du
traitement des échantillons anciens. Plusieurs stratégies permettent néanmoins de

minimiser ces risques de contamination (7) (8).
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1.3. Les marqueurs moléculaires ou polymorphismes génétiques

Les molécules d’ADN, quel que soit leur localisation dans la cellule, présentent de
nombreuses variations interindividuelles. Ces variations sont qualifiées de
polymorphismes génétiques. Deux types de marqueurs moléculaires permettent de
mettre en évidence ces polymorphismes moléculaires ; il s’agit des microsatellites ou
STR (Short Tandem Repeats), qui correspondent a un polymorphisme de longueur, et
des variations ponctuelles ou SNP (Single Nucléotide Polymorphisms) qui sont des

polymorphismes de la séquence d’ADN (Figure 3).

- CFATGL;TM"T(MT& CTTAGCTGACGGACTCTRETCRTTCACACKIGATATCATGATGATCCT .

I
lv’u nsatignn anm ershog Bigion In Perte d'Une tmipé de répetition

CLACGETGCTGACTCCTGALCTBACTGCALCTGLTCAT TCACACATE AT ATG AT ATE AT Al CC 1

Substitutions de bases Leredol wlongde bieso Aeruseelithes (ST

Pilyesarphiames penetesls (SNT) Polyamorphisma de lomgoenr

Figure 3 : Polymorphismes ponctuels de séquence et de longueur de I’ADN.
D’aprés Jobling et al., 2004. (6)

Dans ce travail, nous nous sommes uniquement intéressés aux marqueurs STR
localisés sur les autosomes, au niveau de régions non codantes de 'ADN. Ces
marqueurs, couramment utilisés en pratique judiciaire pour l'identification génétique
des individus et transmis selon les lois de Mendel, permettent également d’étudier des
relations de proche parenté (1°" degré). lls sont constitués de motifs nucléotidiques
courts (2 a 6 pb) répétés de 5 a 100 fois les uns a la suite des autres en un nombre
trés variable d’un individu a l'autre.

Les STR sont adaptés a I'étude de molécules d’ADN anciennes pour plusieurs raisons
: (1) leur petite taille (< 400 pb) permet I'amplification de molécules (peu) fragmentées,
(I1) leur pouvoir discriminant est éleve, (lll) I'amplification simultanée de plusieurs
d'entre eux au moyen de kits commerciaux permet de générer un profil génétique a
partir de quantités minimales de matériel génétique, (V) enfin, leur analyse permet de
mettre en évidence la qualité de 'ADN étudié ainsi que d'éventuelles contaminations

favorisant ainsi I'authentification des résultats.
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Il. Bref historique de la paléogénétique

L’histoire de la paléogénétique a commencé au milieu des années 1980 avec le
clonage moléculaire par transformation bactérienne d’une séquence d’ADN issue d’un
spécimen taxidermisé de quagga, une espéce d’équidé aujourd’hui éteinte (9). Cette
étude a été suivie de peu par le clonage de la premiére séquence humaine ancienne
issue du tissu mou d’'une momie égyptienne de 2500 ans (10). Par la suite, les
paléogénéticiens se sont détournés des tissus ayant subi des traitements
conservateurs pour s’intéresser aux vestiges les plus représentés en contexte
archéologique : les os et les dents. Dans le méme temps, la technique d’amplification
de I'ADN par PCR (Polymerase Chain Reaction) a été mise au point, permettant de
cibler in vitro des fragments d’ADN et d’en obtenir plusieurs millions de copies (11).
L’examen attentif des séquences anciennes amplifi€es a néanmoins mis en évidence
'extréme sensibilité de la PCR aux contaminations par de ’TADN moderne exogéne.
Ainsi, de 'ADN extrait d’'un dinosaure vieux de 80 millions d’années (12) s’est révélé
étre une séquence humaine.

Depuis, des avancées spectaculaires ont été réalisées, notamment ces derniéres
années grace au développement des systémes de séquengage haut débit. Ces
systémes permettent 'analyse simultanée de milliards de séquences présentes sur la
totalité des molécules d’ADN anciennes voire I'analyse de génomes complets (d’ou
'émergence du terme paléogénomique en remplacement de paléogénétique). Ces
nouvelles technologies de séquengcage (NGS) ont également permis de reculer les
limites du temps puisque les plus anciennes séquences génomiques caractérisées a

ce jour (celles d’'un cheval ancestral) datent de 700 000 ans.

lll. Intéréts et limites de la paléogénétique

lll.1. Intéréts de la paléogénétique

Nombreuses sont les applications de la paléogénétique, qui permet notamment de
définir la position phylogénétique d’espéces aujourd’hui disparues, de répondre a des
questions concernant I'évolution de 'lhumanité, de retracer les voies empruntées lors
des vastes migrations humaines préhistoriques, d’évaluer les conditions d’hygiéne des

populations du passé, de suivre 'émergence de nouvelles pathologies ou la survenue
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de grandes épidémies ou encore d’évaluer I'impact de grandes transformations

comme celle de la Néolithisation.

ll.2. Limites de la paléogénétique

Les travaux concernant 'ADN ancien sont particulierement délicats, leur réussite
dépendant de nombreux éléments. Les conditions taphonomiques, comprenant toutes
les altérations physiques, biologiques et chimiques subies par les squelettes, ainsi que
les conditions environnementales, sont des facteurs clefs dans la préservation a long
terme de 'ADN ancien. En effet, certains environnements sont plus favorables que
d’autres a la préservation de '’ADN, celui-ci persistant bien mieux dans les climats
froids notamment (13) (14).

De plus, les risques de contamination sont particulierement importants lorsque les
études portent sur I'espéce humaine (15), nécessitant I'adoption de régles de travail
tres strictes dés le prélevement des échantillons ainsi que le respect de plusieurs
criteres d’authenticité. Il est donc primordial de sélectionner avec soin les échantillons
de tissus post-mortem a analyser, non seulement afin de maximiser la proportion

d’ADN endogéne présente mais aussi pour minimiser tout risque de contamination.

IV. Substrats biologiques en paléogénétique

Tous les vestiges humains ne sont pas source de matériel génétique et, s'il est possible
d'extraire de I'ADN a partir de tissus mous momifiés, I'essentiel des analyses
paléogénétiques ont, jusque récemment, porté sur des tissus durs tels que les os et
les dents (16). Ces restes représentent un microenvironnement particulierement
favorable a la conservation de 'ADN grace a I'adsorption des acides nucléiques sur
une matrice minérale, I'hydroxyapatite (17) (18) (19) (20). Concernant les os, une large
préférence a souvent été accordée aux os longs tels les tibias et les fémurs dont la
corticale, relativement dense permet un rendement d’extraction supérieur a l'os
spongieux. Les dents représentent quant a elles un substrat d'analyse optimal du fait
des faibles possibilités de contamination de la pulpe dentaire par de 'ADN exogéne et
de I'absence de certains inhibiteurs retrouvés dans d’autres fossiles. Elles ont pour ces

raisons été qualifiées de « coffre-fort de ’ADN ancien » (21).
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Pourtant, en 2014, Gamba et son équipe (22) ont mis en évidence que la partie
pétreuse de I'os temporal pourrait étre un substrat encore plus intéressant que les
dents ou les os. En effet, dans leur étude, ces auteurs ont montré que le taux d’ADN
endogéne obtenu a partir de d’os pétreux est 4 a 16 fois supérieur a celui obtenu a
partir d’éléments dentaires et jusqu’a 183 fois supérieur a celui obtenu a partir d’autres
éléments osseux (cOtes, os métacarpiens ou métatarsiens). L’année suivante, Pinhasi
et son équipe ont affrmé que c'est la partie la plus dense de l'os pétreux,
correspondant a la capsule otique, qui permet d’obtenir le taux d’ADN endogéne le
plus intéressant (23). L’os pétreux a ainsi pris une place de choix pour I'analyse de
I’ADN ancien gréace aux travaux menés notamment par Zupani¢ Pajni¢ et son équipe
(24) qui, en s’intéressant a des restes squelettiques datant de la seconde guerre
mondiale ont utilisé I‘'os pétreux pour confirmer des résultats obtenus a partir de
prélevements dentaires. Depuis, plusieurs équipes ont commenceé a s’intéresser plus
sérieusement a cette partie squelettique, si bien que récemment, I'équipe de Sirak
(25) a décrit une méthode moins destructive permettant de prélever de I'os pétreux
tout en préservant la structure craniale, permettant de généraliser le recours a ce
substrat. La méme année, Haber et son équipe (26) ont basé leurs analyses
exclusivement sur I'os pétreux pour séquencer le génome d’individus datant de I'age
du Bronze. Plus récemment, Pilli et son équipe (27) ont comparé trois éléments
squelettiques (fémur, dent et os pétreux) provenant du méme individu et démontré que
l'os pétreux est le meilleur élément squelettique en matiére de quantité et de

préservation de ’ADN, tant ancien que récent.

Finalement en janvier 2018, Margaryan et ses collaborateurs (28) ont qualifié 'os
pétreux de « most desired skeletal element in ancient DNA research due to its high

endogenous DNA content ».

Dans ce travail de recherche, nous essayerons de comprendre cet engouement pour
I'os pétreux mais surtout nous tenterons de mettre en lumiére les caractéristiques qui
le rendent si particulier en matieére de préservation de ’ADN ancien comparativement
au substrat dentaire. Pour mener a bien cette étude, nous établirons une description
de ces deux substrats a partir de leurs données embryologiques, anatomiques,
histologiques, ainsi qu’a partir d’éléments expérimentaux provenant de I'analyse

d’échantillons anciens (os pétreux et dents) de I'équipe d’Anthropologie Moléculaire
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de l'Institut de Médecine Légale (IML) de Strasbourg. L'unité 1260 de 'INSERM
(Faculté de médecine de Strasbourg) ainsi que le laboratoire d’histomorphométrie de
'IML nous permettront de compléter certains éléments histologiques. Grace a
’ensemble de ces données, nous discuterons les résultats obtenus et tenterons
d’apporter une réponse aux questions suivantes : 'os pétreux est-il systématiquement
la source d’ADN la plus intéressante ? Est-il susceptible de représenter le substrat
optimal en paléogénétique ?
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Chapitre 1 : Description embryologique, anatomique et histologique

de la dent et de I'os pétreux

Au cours de ce chapitre dédié a la description embryologique, anatomique et
histologique de la dent et de I'os pétreux, les caractéristiques propres a chacun de ces
substrats biologiques seront développées, ce qui nous permettra de mieux
comprendre ce qui rend si particulier 'os pétreux, et plus précisément la capsule

otique.

I. Embryogenése de la région céphalique

Dans cette partie, nous nous attacherons a décrire principalement le développement
embryologique de la région céphalique commune aux dents et a la capsule otique. En
effet, le développement de ces deux structures se réalise a partir des feuillets du

mésoderme et de I'ectoderme.

I.1. Rappel : la mise en place des trois feuillets embryonnaires lors de la

gastrulation

Au cours de la troisitme semaine du développement embryonnaire, les cellules
s’organisent en trois feuillets bien distincts : 'ectoderme, le mésoderme et 'endoderme
(Figure 4) (29). C’est a partir de ces trois feuillets embryonnaires que vont se constituer
tous les organes et les systémes fonctionnels du corps humain.

e L’endoderme (intestin primitif) est a I'origine de la muqueuse, des glandes, de
I'appareil respiratoire et du tube digestif incluant la vessie.

e Le mésoderme (ou mésenchyme) est le feuillet intermédiaire qui se différencie
en deux structures : le mésoblaste, qui présente des potentialités multiples
(notamment ostéogéne et myogéne), et la chorde, qui est a l'origine du
squelette axial primitif.

e |’ectoderme est lui a l'origine des couches externes (épiderme, muqueuses,
émail dentaire), mais également du systéme nerveux et sensoriel (placodes

sensorielles, oreille interne, cristallin de I'ceil).
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Figure 4 : Les trois feuillets embryonnaires.
Les trois feuillets embryonnaires au cours de la 3™ semaine du développement embryonnaire.
D’aprés Morneau Bruno, La gastrulation, Structure multi-couches, 2016. (30)

I.2. Développement embryonnaire bucco-dentaire

Dans la région céphalique, le mésoderme constituera les bourgeons faciaux en partant
vers I'avant et en progressant vers le bas. A partir de la quatriéme semaine in utero,
les bourgeons faciaux (Figure 5) qui sont au nombre de cing vont s’organiser autour
du stomodeum (ou bouche primitive) de la maniére suivante :
e Le bourgeon frontal : le plus volumineux, impair et médian, forme le plafond du
stomodeum. Sa face inférieure porte les deux placodes olfactives.
e Les deux bourgeons maxillaires : ils forment les berges latérales du stomodeum
et sont a l'origine des portions latérales des lévres supérieures.
e Les deux bourgeons mandibulaires : ils confluent sur la ligne médiane pour

former le plancher du stomodeum ou lévre inférieure.

Puis, au cours de la quatriéme semaine in utero, les bourgeons faciaux, a 'exception
du bourgeon frontal, s’organisent et participent a la formation des étages moyen et
inférieur de la face et d’'une partie du cou. Entre les sixiéme et septiéme semaines, les
bourgeons maxillaires, par I'intermédiaire des bourgeons nasaux médians, fusionnent
sur la ligne médiane, formant ainsi le segment intermaxillaire qui sera a l'origine du
philtrum de la lévre supérieure, des quatre incisives supérieures et du palais primaire,
c’est-a-dire la portion du palais en avant du foramen incisif.

En arriére du foramen incisif, le palais est dit secondaire et se forme plus tardivement,
entre les huitieme et douzieme semaines in utero. Les processus palatins,
excroissance des bourgeons maxillaires, vont fusionner au niveau du raphé palatin

médian. L’ensemble constitué par le palais primaire et le palais secondaire forme le
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palais osseux définitif et permet la séparation du stomodeum en fosses nasales (au-

dessus) et cavité buccale (en-dessous).

bonrgoon hontal {ou naso-wonta)
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{acoda cltciue | natad) b. Fin de la quatrieme semaine.
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Figure 5 : Développement des bourgeons faciaux.
D’aprés le Collége hospitalo-universitaire frangais de chirurgie maxillo-faciale et stomatologie, 2011. (31)

Vers le deuxiéme mois (Figure 6), des épaississements se forment au niveau du
revétement épithélial du stomodeum pour s’enfoncer dans le mésenchyme sous-jacent
et former la lame primitive, puis par prolongement a partir de la sixieme semaine de
développement, la lame dentaire. Cette structure épithéliale va prendre la forme d’une
cupule, puis d’une cloche afin de donner I'émail. Sous la couche épithéliale, le
meésenchyme, en se condensant, donnera la dentine, la pulpe ainsi que la racine
dentaire. Rappelons que chez 'homme, deux séries de dents se succédent et que le
développement de la couronne est antérieur a celui de la racine. Les deux dentures

se développent de la méme maniére mais pas simultanément. Les bourgeons
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correspondant aux futures dents déciduales se forment au cours de la huitiéeme
semaine, tandis que ceux des futures dents permanentes se forment a partir de la
lame dentaire a partir de la dixieme semaine de développement in utero.
Les dents déciduales font leur éruption a travers la muqueuse orale, qui devient alors
la gencive, entre les sixieme et trente-neuvieme mois postnataux. Les bourgeons des
dents permanentes vont encore se développer entre 'age de 4 et 21 ans pour faire
leur éruption entre 6 et 25 ans.

Pour conclure, on peut noter ici que les dents possédent une double origine, a la fois
épithéliale et mésenchymateuse. De plus, leur apparition s’étale dans le temps et dans

'espace.
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Figure 6 : Développement d’une incisive.
D’apres Pansky Ben, Review of Medical Embryologie, Macmillan USA, 1982. (32)
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1.3. Développement embryonnaire de la capsule otique

Le développement de la capsule otique va étre abordé en deux points. Le premier,
plus général, concernera la formation du chondrocrane qui en s’ossifiant est a I'origine
des capsules auditives, et le deuxieme, plus précis, concernera exclusivement le

développement du labyrinthe osseux ou capsule otique.
1.3.1. Formation du chondrocrane

Le mésoderme de I'extrémité céphalique, décrit précédemment, se condense autour
de la chorde pour former la plaque basilaire (29). Celle-ci se transforme
progressivement en cartilage et émet des prolongements vers les ébauches des
organes des sens. Ces prolongements cartilagineux constituent les capsules
périsensorielles olfactives, optiques et auditives. Vers le deuxiéme mois, cet ensemble
réalise le stade de chondrocrane. En s’ossifiant, ce chondrocrane est a I'origine de
nombreuses structures craniales, dont I'os pétreux et le labyrinthe osseux. En résumé,
on considére le chondrocrane comme une étape intermédiaire entre le mésoderme et

certains os dits alors d’origine enchondrale.
1.3.2. Développement du labyrinthe osseux ou capsule otique

Le mésenchyme entourant le labyrinthe membraneux, ensemble de cavités a parois
membraneuses contenues dans le labyrinthe osseux, se différencie dés la sixiéme
semaine en une couche profonde, ébauche des espaces péri-lymphatiques et de leur
contenu, et une couche superficielle, ébauche du modeéle cartilagineux (33) (34). Ce
modele cartilagineux apparait vers la huitieme semaine et sa transformation osseuse
se realise progressivement en dehors de quelques zones qui resteront cartilagineuses
(29). Le développement osseux primitif est presque terminé au sixiéme mois intra-
utérin, on observe alors trois couches distinctes :

e Une couche interne ou os endostal, fine couche d'os de type périchondral

tapissant uniformément la surface interne du labyrinthe osseux.
e Une couche externe ou os périostal, de méme nature et qui va donner

naissance a I'os pétreux proprement dit.
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e Une couche moyenne dorigine cartilagineuse, qui se forme grace a des
bourgeons vasculaires qui aménent les ostéoblastes a l'intérieur du cartilage et

qui vont s’ossifier directement (os primitif = os intrachondral).

Aprés le sixieme mois intra-utérin, un os de remplacement apparait progressivement
a la surface de l'os intrachondral qui persistera par filots jusqu’a I'age adulte. C’est
I'ossification enchondrale qui s’arréte a la derniére semaine du terme. Aprés celui-ci,
aucune modification ne survient. On peut ainsi remarquer que la capsule otique est
une structure particuliére possédant une constitution unique dans I'organisme liée a
sa double origine embryologique, endochondrale et intrachondrale. Cette double
origine explique I'absence de pouvoir réegénérateur apres fracture de la capsule otique.
En effet, elle ne fabrique pas de cal osseux car l'ossification endochondrale liée a un
mécanisme avant 'age adulte maintient I'os intrachondrale dans son état d’os primitif

malgré le processus d’ossification endochondrale.
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Figure 7 : Développement embryologique détaillée de la partie cochléaire du labyrinthe osseux.
D’aprés Pansky Ben, Review of Medical Embryologie, Macmillan USA, 1982. (32)
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Il. Description anatomique de la dent et de la capsule otique

Aprés avoir décrit le développement bucco-dentaire ainsi que celui de la capsule
otique, les deux substrats les plus intéressants pour I'étude consacrée a I'analyse
moléculaire de restes anciens, nous allons nous appliquer a les décrire sur le plan

anatomique.

11.1. Anatomie dentaire
[1.1.1. Généralités

Les dents sont des organes appartenant a I'appareil digestif, elles se situent dans la
cavité orale et possedent de nombreux rdles : elles se destinent principalement a la
mastication mais participent également a la phonation et a la déglutition, de plus elles
ont un role esthétique indiscutable chez ’'Homme. La denture correspond a I'ensemble
des dents de la cavité orale. Chez ’lHomme, on constate la présence de deux dentures
se faisant suite : la denture déciduale chez I'enfant puis la denture permanente ou
définitive. La denture déciduale comprend vingt dents soit deux incisives, une canine
et deux molaires par hémi-arcade (Figure 8). Quant a la denture permanente, elle
comprend trente-deux dents, soit deux incisives, une canine, deux prémolaires et trois
molaires par hémi-arcade (Figure 9). L'OMS (Organisation Mondiale de la Santé) a
établi une nomenclature internationale chiffrée permettant de situer chaque dent et
composée de deux chiffres arabes, le premier désignant 'hémi-arcade dentaire et le

deuxiéme la situation de la dent sur 'hémi-arcade.

Figure 8 : Schéma de la denture temporaire.
D’apres le College hospitalo-universitaire frangais de chirurgie maxillo-faciale et stomatologie, 2011. (31)
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Figure 9 : Schéma de la denture permanente.
D’aprés le Collége hospitalo-universitaire frangais de chirurgie maxillo-faciale et stomatologie, 2011. (31)

II.1.2. Morphologie dentaire

Chaque dent est paire, asymétrique a I'examen minutieux et présente deux parties, la

couronne et la racine (Figure 7), ainsi que cinq faces.

11.1.2.1. La couronne

La couronne correspond a la partie de la dent exposée en bouche. On peut décrire
trois couches distinctes. L’émail correspond a la couche la plus externe tandis que la
couche intermédiaire est composée de dentine. Au centre de la couronne se trouve la
chambre pulpaire (ou pulpe camérale), prolongement du canal pulpaire, qui constitue
la couche la plus profonde et permet l'innervation et la vascularisation de la dent. On

retrouve une zone de transition entre la couronne et la racine nommeée le collet.

[1.1.2.2. La racine

Une dent peut présenter une a plusieurs racines et celles-ci sont également
constituées de trois couches. La premiére couche correspond au cément qui recouvre
la surface externe des racines tandis que, comme au niveau de la couronne, la couche
intermédiaire est constituée de dentine. Au centre de la racine se trouve le canal
pulpaire, assurant I'innervation et la vascularisation en provenance des apex. Les
racines sont ancrées dans I'os alvéolaire des os maxillaires (maxillaire et mandibule)
par les différents éléments du parodonte (gencive, desmodonte ou ligament alvéolo-

dentaire, cément et os alvéolaire) (Figure 10).
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[1.1.2.3. Les cinq faces d’'une dent

Chaque dent présente cing faces (Figure 11). Deux correspondent aux faces de

contact, avec une face mésiale regardant vers la ligne médiane de I'arcade ainsi

qu’'une face

distale regardant vers l'extrémité de l'arcade. La face vestibulaire

correspond a celle en contact avec les Iévres ou les joues tandis que la face palatine

(ou linguale) est en regard du palais (ou de la langue). La derniére, la face occlusale,

regarde I'arcade dentaire opposée. La figure 11 représente en plus une photographie

d’'une « face radiculaire », permettant la documentation de I'état des racines dans le

cadre de nos

travaux.
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Figure 10 : Schéma d’une section de molaire mandibulaire humaine et de ses structures de

soutien.

D’aprés Franck H. Netter, Atlas d’anatomie humaine, 5™ édition, 2011, p57. (35)
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Figure 11 : Exemple d’illustration des différentes faces d’une dent.
Cette dent correspond a une seconde molaire maxillaire gauche (ou 26) provenant d’un scellé de I'Institut de
Médecine Légale de Strasbourg.

I.2. Anatomie de la capsule otique

La capsule otique (ou labyrinthe osseux) correspond a un ensemble de cavités situées
dans le rocher (ou partie pétreuse) de I'os temporal et contenant 'ensemble des
structures de l'oreille interne constituées par I'organe de I'équilibre ainsi que celui de
'audition. C’est une structure particuliérement complexe et avant de s’intéresser a
'anatomie de la capsule otique en elle-méme, nous allons brievement décrire I'os

temporal ainsi que le rocher.
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11.2.1. Rappel historique de I'’étude anatomique de I'os temporal

L’anatomie de I'os temporal est réputée une des plus complexes de tous les os du
corps humain. Ce n’est donc qu’en 1924 qu’'un professeur d’anatomie, Philippe
BELLOCQ (1888-1962), ancien directeur de I'Institut d’Anatomie Normale de la
Faculté de Médecine de Strasbourg (Figure 12), s’intéresse a sa complexité dans un
ouvrage fondamental intitulé « la monographie sur I'os temporal chez l'adulte :
iconographie et description de I'os et de ses cavités. Strasbourg, Les éditions de
Strasbourg-Médical, 1924, 127 pages ».

Plus récemment, en 2013, le professeur Francis VEILLON, chef du service de
radiologie a I'népital de Hautepierre de Strasbourg, dirige une équipe d’experts
internationaux afin de publier un ouvrage en six volumes consacré exclusivement a

'imagerie de l'oreille et de I'os temporal (34).

Figure 12 : Lithographie en couleur de CARB conservée dans la bibliothéque universitaire de
Strasbourg.

Quelques Professeurs de la Faculté de Médecine de Strasbourg.

Librairie de la Mésange Strasbourg Lithographie couleurs T.B.E. A - salissures 100 x 65 cm. Le professeur
Philippe BELLOCQ est le deuxiéme en partant de la droite (petit encadreé).
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[11.2.2. Anatomie de 'os temporal

L’os temporal tient son nom de son appartenance a la région de la tempe (située dans
la partie inférieure et latérale du crane), du latin tempus-temporis, qui signifie « le
temps » car c’est a ce niveau que le temps se marque par I'apparition des premiers
cheveux blancs. Cet os pair, localisé en arriere du sphénoide, en avant et en dehors
de l'occipital et au-dessous du pariétal, participe a la formation de la cavité cranienne,
de la fosse temporale et de la face inférieure de la base du crane. Il s’articule avec
cing autres os : 'occipital, le pariétal, le sphénoide, la mandibule et le zygomatique. I
offre un point d’appui a la mandibule, ceinture en dehors la fosse temporale par son
processus zygomatique et surtout, il renferme les organes de I'équilibration et de
'audition (Figure 13) (36). L’'os temporal est composé de trois parties : I'écaille ou
partie squameuse, I'os tympanal ou partie tympanique et le rocher ou partie pétreuse
(Figure 14) (33).
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Figure 13 : Rapports de I’os temporal.
D’aprés Legent F, Perlemuter L, Vandenbrouck C. Cahiers d’anatomie O. R. L., 2™ édition. 1968 — 1975 Masson
et Compagnie, Editeurs, Paris. N° d’'impression : 966-74. ISBN : 2.225-41393-2. (29)
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Figure 14 : Constitution de I'os temporal.

D’aprés Legent F, Perlemuter L, Vandenbrouck C. Cahiers d’anatomie O. R. L., 2™ édition. 1968 — 1975 Masson

et Compagnie, Editeurs, Paris. N° d'impression : 966-74. ISBN : 2.225-41393-2. (29)
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11.2.2.1. L’écaille

Le premier élément correspond a une partie verticale qui est une lame osseuse
participant a la formation de la vodte cranienne et s’articulant avec I'os sphénoidal a
lavant et I'os pariétal a l'arriere. Le deuxiéme élément correspond a une partie
horizontale comprenant une portion antérieure « préméatique » (formant le toit de
I'articulation temporo-mandibulaire), une portion « sus-méatique » (constituant le toit
du méat acoustique externe) et une portion « rétroméatique » orientée
horizontalement (33). Le dernier élément correspond a une partie verticale contenant
également une portion « rétroméatique » contribuant a la formation de la paroi

postérieure du meéat acoustique externe.

[1.2.2.2. L’os tympanal

L’os tympanal se présente chez 'adulte sous la forme d’une gouttiere prolongée vers
le bas par un éperon osseux correspondant au processus vaginal, en avant du
processus styloide (Figure 15) (33). C’est donc un trois quarts de cylindre ouvert vers
le haut et I'arriére auquel on décrit deux versants. Un premier versant antérieur, mince
et fragile, forme la paroi antérieure du méat acoustique externe ; tandis que le second

versant, postérieur, forme la partie inférieure de la paroi postérieure de ce méme méat.

Ecaille horizontale préméatique
Ecaille horizontale sus-méatique
Ecaille horizontale rétroméatique
Processus zygomatique

Paroi antérieure de 'os tympanal

Processus vaginal de I'os tympanal
Processus styloide

Ecaille rétroméatique verticale

© ® N o gk~ 0N

Paroi postérieure de I'os tympanal

Figure 15 : Vue latérale du tympanal et des trois parties de I’écaille horizontale.
D’aprés Veillon F. Imagerie de I'oreille. Flammarion Médecine-Sciences. 1991. 483 p. ISBN : 2-257-15520-3. (33)
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11.2.2.3. Le rocher

On considére que le rocher correspond a une pyramide couchée dans un plan

horizontal avec un sommet antérieur et médial, et une base postérieure et latérale

comportant trois faces, une base et trois cavités principales (33).

[1.2.2.3.1. Les faces du rocher

Les trois faces que lI'on décrit communément au rocher sont postéro-supérieure,

antéro-supérieure et inférieure.

La face postéro-supérieure, endocranienne, appartient a la fosse cranienne
postérieure et est percée de quatre orifices : le méat acoustique interne, la fosse
subarcuata, la fossette unguéale et l'orifice d’abouchement de I'aqueduc du
limagon (Figure 16).

La face antéro-supérieure, endocranienne également, est la face cérébrale
contre laquelle se place le lobe temporal. Elle comprend I'eminentia arcuata, le
toit de l'oreille moyenne ou tegmen tympani, les orifices de passage des nerfs
pétreux ainsi que la dépression du ganglion trigéminal (Figure 17).

La face inférieure, exocranienne, peut étre segmentée en deux parties : une
partie antéro-inférieure dans laquelle s’ouvre la trompe auditive, et une partie
postéro-inférieure ou se place l'orifice inférieur du canal carotidien, en partie le
foramen jugulaire, l'orifice inférieur du canal tympanique et le trou stylo-

mastoidien (Figure 18).

1.Face endocranienne de I'écaille verticale
2.Fossa subarcuata

3.Méat acoustique interne

4.Gouttiére du sinus pétreux supérieur

5.Fossette unguéale

6.0uverture interne de I'aqueduc de la cochlée
7.Epine jugulaire

8.Foramen jugulaire

Figure 16 : Face postéro-supérieure d’un rocher gauche.
D’apres Veillon F. Imagerie de 'oreille. Flammarion Médecine-Sciences. 1991. 483 p. ISBN : 2-257-15520-3. (33)
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1. Face antéro-externe du rocher
| 2| 2.Processus zygomatique
3. Ecaille horizontale

4. Ecaille verticale

3

4 5. Suture pétro-squameuse supérieure
6. Rocher (toit de la cavité tympanique)

5 7. Sinus sigmoide

4

7

Figure 17 : Face antéro-supérieure d’un rocher droit.
D’aprés Veillon F. Imagerie de I'oreille. Flammarion Médecine-Sciences. 1991. 483 p. ISBN : 2-257-15520-3. (33)

Processus zygomatique

Ecaille horizontale préméatique
Prolongement inférieur du tegmen
tympanique séparant I'écaille en avant de
I'os tympanal en arriere

Os tympanal

Processus styloide

Méat acoustique externe

Mastoide

Trompe auditive

Orifice inférieur du canal carotidien
Canal tympanique

Ouverture de I'aqueduc du limagon
Foramen jugulaire

Trou stylo-mastoidien

Figure 18 : Vue inférieure d’un rocher droit.
D’apres Veillon F. Imagerie de I'oreille. Flammarion Médecine-Sciences. 1991. 483 p. ISBN : 2-257-15520-3. (33)
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Le rocher participe a la formation des trois cavités majeures enfermant les organes de
'audition et de I'’équilibration.
e L’oreille externe (cavité la plus externe) correspond au conduit auditif externe.
e L’oreille moyenne (cavité intermédiaire) comprend la caisse du tympan et
communique avec I'antre mastoidien en arriére et la trompe d’Eustache en
avant.
e L’oreille interne (cavité la plus interne) constitue un moule osseux appelé
labyrinthe osseux ou encore capsule otique qui vient épouser la forme des
structures sensorielles membranaires sous-jacentes de I'organe de I'audition en

avant et de I'équilibration en arriére.

[1.2.2.4. La capsule otique

La capsule otique ou labyrinthe osseux est une structure majeure de l'oreille interne
(Figures 19 et 20). Elle constitue une capsule d’os compact autour du labyrinthe
membraneux et en épouse les contours tout en demeurant séparée par les espaces
péri-lymphatiques (Figure 21) (29). Pairs et pratiquement symétriques, les labyrinthes

présentent une densité osseuse augmentée de leurs parois limitantes.

Figure 19 : Forme et situation du labyrinthe osseux.
D’aprés Legent F, Perlemuter L, Vandenbrouck C. Cahiers d’anatomie O. R. L., 2™ édition.1968 -1975 Masson
et Compagnie, Editeurs, Paris. N° d’'impression : 966-74. ISBN : 2.225-41393-2. (29)
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Figure 20 : Projection du labyrinthe osseux droit sur la base interne du crane.
D’aprés Franck H. Netter, Atlas d’anatomie humaine, 5™ édition, 2011, p97. (35)
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Figure 21 : Schéma des labyrinthes osseux et membraneux.
D’aprés Franck H. Netter, Atlas d’anatomie humaine, 5™ édition, 2011, p96. (35)

La capsule otique est un ensemble particulierement complexe situé en pleine masse
pétreuse, entre l'oreille moyenne et le conduit auditif interne. On peut considérer
approximativement que le labyrinthe osseux fait entre 18 et 19 mm de longueur et que
la hauteur et largeur de la partie antérieure est comprise entre 6 et 7 mm tandis que
celle de la partie postérieure oscille entre 12 et 13 mm. Le labyrinthe osseux peut étre
décomposé en deux parties : le labyrinthe postérieur (comprenant le vestibule, les
canaux semi-circulaires et 'aqueduc du limagon) et le labyrinthe antérieur (comprenant

le limagon et son aqueduc) (Figure 22).
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Figure 22 : Labyrinthe osseux droit, vue antéro-latérale aprés ablation de de I'os environnant (a
gauche) et labyrinthe osseux droit disséqué avec le labyrinthe membraneux 6té (4 droite).
D’aprés Franck H. Netter, Atlas d’anatomie humaine, 5™ édition, 2011, p95. (35)

Le vestibule constitue la partie centrale du labyrinthe, entre le conduit auditif interne et
la caisse du tympan (Figure 23). Il est de forme ovoide, irrégulier, plus haut que large.
Ses parois sont creusées par les orifices des canaux semi-circulaires, 'abouchement

du limagon et de I'aqueduc du vestibule et les fenétres ovale et ronde.

Figure 23 : Paroi externe du vestibule osseux.
D’aprés Legent F, Perlemuter L, Vandenbrouck C. Cahiers d’anatomie O. R. L., 2¢™ édition. 1968-1975 Masson
et Compagnie, Editeurs, Paris. N° d'impression : 966-74. ISBN : 2.225-41393-2. (29)
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Les canaux semi-circulaires sont trois tubes creux en forme de boucle incompléte de
7 a 8 mm de diameétre. lls sont ouverts dans le vestibule par leurs deux extrémités. Une
de leurs extrémités, I'extrémité ampullaire, est dilatée pour permettre le passage d’un

réseau nerveux (Figure 24).

Figure 24 : Les canaux semi-circulaires : orientations et dimensions.
D’aprés Legent F, Perlemuter L, Vandenbrouck C. Cahiers d’anatomie O. R. L., 2é™e édition. 1968 — 1975 Masson
et Compagnie, Editeurs, Paris. N° d’'impression : 966-74. ISBN : 2.225-41393-2. (29)

Les canaux semi-circulaires correspondent aux canaux: externe (ou horizontal),
supérieur (ou antérieur) et postérieur. Le canal externe (le plus court) est de 15 mm
de long. Tandis que le canal postérieur (le plus long) est de 20 mm.

La section circulaire ou ovalaire de ces canaux a un diamétre qui varie entre 0,5 mm
et 1,5 mm et leur orientation a un trés grand intérét physiologique. En effet, elle permet
de percevoir les mouvements de la téte dans les trois dimensions de l'espace,

intervenant dans I'équilibre (Figure 25).
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Figure 25 : Orientation dans I’espace des canaux semi-circulaires.
D’aprés Legent F, Perlemuter L, Vandenbrouck C. Cahiers d’anatomie O. R. L., 2é™e édition. 1968 -1975 Masson
et Compagnie, Editeurs, Paris. N° d’'impression : 966-74. ISBN : 2.225-41393-2. (29)

L’aqueduc du vestibule est un canal trés étroit qui relie le vestibule a I'endocrane et

contient le canal endolymphatique ainsi qu’une veine satellite.

Le limagon osseux ou cochlée doit son nom a sa forme de coquille d’escargot. Il
contient les organes essentiels a I'audition. Il est formé d’un seul bloc osseux avec un
noyau central (ou columelle) en forme de cbne a sommet tronqué et partiellement
évidé (Figure 26), d'un tube osseux (ou lame des contours) s’enroulant autour de la
columelle et qui décrit des spires au rayon progressivement décroissant s’emboitant
partiellement et d’'une lamelle osseuse (ou lame spirale) parcourant la lame des
contours sur presque tout son trajet. La lame spirale sépare ainsi la lame des contours
en deux compartiments : un compartiment supérieur (ou rampe vestibulaire) et un

compartiment inférieur (ou rampe tympanique).
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Figure 26 : Constitution du limagon.
D’aprés Legent F, Perlemuter L, Vandenbrouck C. Cahiers d’anatomie O. R. L., 2é™e édition. 1968 — 1975 Masson
et Compagnie, Editeurs, Paris. N° d'impression : 966-74. ISBN : 2.225-41393-2. (29)

L’aqueduc du limagon correspond a un canalicule osseux plus étroit que 'aqueduc du
vestibule. Classiquement, il met en rapport les espaces péri-lymphatiques du limagon

avec les espaces sous-arachnoidiens de la fosse cérébelleuse.
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lll. Description histologique de la dent et de la capsule otique

Dans cette derniére partie, nous allons décrire la structure des tissus constituant la
dent ainsi que 'os pétreux. Ces deux substrats constituent des structures histologiques
complexes et treés organisées, ainsi la dent présente quatre tissus principaux tandis

que la structure de I'os pétreux a été jusqu’a présent peu décrite dans la littérature.

lll.1. Histologie des tissus dentaires

La dent est essentiellement composée de dentine, recouverte d’émail au niveau de la
couronne et de cément au niveau de la racine. Elle est creusée par la cavité pulpaire
comprenant le paquet vasculo-nerveux de la dent et communiquant avec le reste de

I'organisme par le foramen apical ou apex (Figure 10).

11.1.1. L’émail

L’émail, recouvrant la couronne de la dent, est le tissu le plus dur du corps humain et
le plus calcifié, c’est une structure acellulaire recouvrant la couronne de la dent. Ce
tissu permet la protection des organismes cellulaires de la dent des conditions
extérieures telles que la chaleur, 'lhumidité ou les bactéries.

L’émail dentaire est composé a 96% d'un réseau de cristaux d’hydroxyapatite de
calcium sous forme de prismes orientés perpendiculairement a la dentine sous-
jacente. A cette structure minérale s’ajoute une matrice organique et de I'eau. C’est un
tissu qui a la particularité de se déminéraliser et se reminéraliser constamment dans
la cavité buccale.

L’émail est synthétisé par les améloblastes qui disparaissent une fois le processus de

maturation achevé, de ce fait 'émail détruit ne peut étre régénéré par la suite.

Le complexe dentino-pulpaire est la structure dentaire principale et contrairement a

I'émail, il contient beaucoup de cellules.

[1.1.2. La dentine

La dentine est un tissu plus dur que I'os mais moins que I'émail, il est présent au niveau

de la couronne et de la racine et circonscrit la pulpe.
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C’est un tissu minéralisé et avasculaire, perforé par un grand nombre de canalicules
dentinaires paralléles qui s’étendent de la pulpe vers la périphérie et contenant les
prolongements des odontoblastes eux-mémes situés a [lorifice pulpaire des
canalicules. Ces odontoblastes permettent la sécrétion de dentine tout au long de la
vie en réaction aux agressions subies par la dent.

Elle comprend une partie minérale a 70% composée de cristaux d’hydroxyapatite et
de phosphate de calcium amorphe en petite quantité, ainsi qu’'une partie organique,
principalement du collagéne, et de I'eau. Généralement la dentine ne contient pas de
cellules nuclées mais des odontoblastes peuvent se retrouver piégés dans ce tissu

lors de I'apposition de dentine tertiaire.

[11.1.3. La pulpe

La pulpe est un tissu conjonctif lache, hautement vascularisé et innervé, riche en
odontoblastes, fibroblastes, histiocytes, macrophages, plasmocytes, polynucléaires
neutrophiles, cellules nerveuses et cellules mésenchymateuses indifférenciées. Elle a
des fonctions nutritives, sensorielles et réparatrices. Bien qu’étant un tissu riche en
cellules, celui-ci peut étre altéré si la dent est &gée ou dégradée ; en effet, face a une
agression, la pulpe va se rétracter et on va avoir une réaction de défense entrainant la
formation de dentine, dite tertiaire.

On peut décrire la pulpe coronaire dans la chambre pulpaire (ou camérale) et la pulpe
radiculaire dans le ou les canaux pulpaires. Elle est connectée aux tissus parodontaux

par I'intermédiaire de I'apex et les canaux accessoires et latéraux.

[11.1.4. Le cément

Le cément est le tissu recouvrant la surface des racines depuis la jonction amélo-
cémentaire jusqu’a I'apex, c’est un tissu avasculaire, non innervé et minéralisé. On lui
reconnait deux types, en fonction de la présence de cellules ou non :
o Le cément cellulaire, similaire en composition physique et chimique a I'os, bien
que, contrairement a celui-ci, il ne se remodéle pas au cours de la vie d’un
individu mais augmente en épaisseur. |l est présent principalement au niveau

de la portion apicale des racines et de la zone de furcation des molaires, c’est
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une matrice cellulaire minéralisée comportant des cémentoblastes et des
cémentocytes recouvrant le cément acellulaire.
e Le cément acellulaire, une matrice collagénique minéralisée sans éléments
cellulaires qui recouvre la totalité de la racine.
Il est composé également d’'une phase minérale de cristaux d’hydroxyapatite
correspondant a 65% de sa structure et d’'une phase organique. Sa minéralisation va

former des petits ilots de croissance centrifuges lui conférant une structure irréguliére.

Pour résumer, la dent est le tissu le plus minéralisé du corps mais également le plus

dur et le plus stable chimiquement (37).

lll.2. Histologie de I’'os pétreux

Il est a noter que jusqu’a présent peu de publications se sont attachées a décrire
histologiquement I'os pétreux. De ce fait, pour cette partie, une publication de Doden

et al. datant de 1984 (38) constituera notre support.

[11.2.1. Organisation des fibres de collagéne

Les fibres de collagéne présentent une organisation particuliéere au niveau du
labyrinthe osseux. En effet, celles-ci s’organisent selon un motif irrégulier, comparable
a une toile d’araignée tandis que dans les couches périostées extérieures, les fibres
de collagénes sont paralléles a la surface de 'os pétreux, probablement afin de contrer

un éventuel stress mécanique.

[11.2.2. Organisation des couches osseuses

La capsule otique est constituée de trois couches osseuses distinctes : une couche
endostale (OE), une couche enchondrale (EC) et enfin une couche périostale interne
(POL) (Figure 27).
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Endostesl and enchondral fayer (EQ/ECH

Inner periosteal layer (POL)

Quter perlosteal layer (POF)

Figure 27 : Organisation schématique des différentes couches osseuses au sein de I'os
pétreux.

FA correspond a la face antérieure tandis que FP a la face postérieure.

D’apres Doden et al, 1984. (38)

La couche endostale tapisse I'extérieur du labyrinthe membraneux de fagon
discontinue sur 0,1 a 0,2 mm d’épaisseur. Sa minéralisation est homogéne et on peut
y remarquer un certain nombre de canaux vasculaires. Elle se prolonge dans la
columelle, une structure spongieuse et hautement vascularisée qui contient souvent
des traces « chondrales ».

La couche endochondrale enveloppe la couche endostale et le labyrinthe
membraneux. Son épaisseur varie entre 0,8 mm au niveau de la cochlée et 0,2 a 0,3
mm au niveau des canaux semi-circulaires. Sa minéralisation est similaire a la couche
endostale mais on y retrouve des traces « chondrales » intégrées dans des espaces
interglobulaires hyperminéralisés, eux-mémes circonscrits par des liasses de fibres de
collagéne organisées de fagon circulaire. On y retrouve également de larges canaux
vasculaires ainsi que des structures similaires a des ostéons dans des zones de tissus
osseux hautement minéralisés.

La couche périostale interne connecte les parties endostale et enchondrale du
labyrinthe osseux avec les structures extérieures de 'os pétreux. Elle comble I'espace
entre les canaux semi-circulaires. Elle présente deux niveaux de minéralisation et les
canaux vasculaires varient en taille et forme et sont délimités par des lamelles d’os
hautement minéralisé. Les fibres de collagéne sont orientées transversalement et

s’entrelacent mais sans orientation prédominante. Dans la région de la cochlée, les
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canaux vasculaires sont paralléles a I'axe de la pyramide mais entre les canaux semi-

circulaires ils sont perpendiculaires a leurs lumiéres.

[11.2.3. Remodelage au cours du temps

L’os pétreux est différent de tous les autres éléments squelettiques du corps humain.
Le remodelage d’os fibreux a lamellaire s’effectue dans tous les os, mais au niveau de
I'os pétreux ce remodelage s’effectue uniquement au niveau de la couche périostale
externe.

On peut remarquer qu’au cours du développement fcetal la capsule otique chondrale
est progressivement remplacée au cours d’'un processus d’ossification. Or certains
éléments chondraux sont inclus par apposition osseuse et persistent car cette
structure ne subit aucune résorption. Alors que de I'os fibreux se forme autour de la
couche chondrale, au méme moment la couche endostale s’ossifie au sein de la
capsule. Cette derniére peut étre comparée aux lamelles circonférentielles internes
retrouvées dans les os longs.

Aprés son achévement a 'dge de deux ans, la capsule otique ne subit plus aucune

modification.
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Chapitre 2 : Matériels et méthodes

Dans ce travail, nous avons tenté de décrypter les caractéristiques de I'os pétreux et
d’établir la pertinence de son utilisation comme source d’ADN ancien en menant des

analyses histologiques et de biologie moléculaire que nous décrivons ci-apres.

I. Préparation des échantillons histologiques pour la microscopie optique

Des coupes histologiques ont été réalisées a partir d’échantillons de dents et d’os
pétreux frais afin de pouvoir étudier et comparer leurs structures au microscope

optique.

I. 1. Réalisation de coupes histologiques a partir d’un échantillon dentaire

La réalisation de coupes histologiques a partir de dents est une opération délicate
nécessitant un matériel particulierement adapté a la dureté de cet organe. Cette
opération a donc été confiée a deux laboratoires spécialisés : I'unité 1260 de 'INSERM
et le laboratoire d’histomorphométrie de I'lML de Strasbourg qui ont chacun mis en

ceuvre des protocoles différents.

1.1.1. Protocole appliqué par l'unité 1260 de 'INSERM

L’échantillon traité était une dent de sagesse mandibulaire provenant d’un individu de
sexe féminin agée d’une vingtaine d’années et ne présentant aucune pathologie.
Directement apres I'extraction atraumatique de la dent, celle-ci a été conservée dans

du Formaldéhyde en solution a 4%.

Une fois réceptionnée au sein de l'unité 1260 de 'INSERM, I'échantillon a été inclus
dans de la paraffine afin que puissent étre réalisées des coupes de 1 mm d’épaisseur
a la scie microtomique (Figure 28). Ces coupes ont ensuite été déparaffinées a I'aide
d’un solvant spécial (LMR®-SOL) avant de procéder a leur déminéralisation pendant
6 heures a 37 degrés, avec agitateur, a 'aide d’'une solution de décalcification a base
d’acide chlorhydrique (Decalcifier lI®, Leica, pH =1) (Figures 29a et 29b). Aprés un

ringage a I'eau distillée, les coupes ont été immergées dans une solution tampon (PBS,
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pH=7,4) durant 24 heures afin de rétablir le pH des préparations. Les coupes ont alors
été déshydratées par immersions successives dans des volumes d’alcool de degrés
croissants (une nuit dans de l'alcool a 70°, deux fois une heure dans de l'alcool a 95°
et enfin deux fois deux heures dans de I'alcool a 100%) et dans du LMR®-SOL (deux
fois une heure). Elles ont ensuite été immergées dans de la paraffine liquide durant
une nuit, avant d’étre incluses (Figure 30). A l'aide d’un microtome (Figure 31) de
nouvelles coupes d’une épaisseur de 10 ym ont alors été réalisées suivies des deux
colorations suivantes :

e Heématoxyline / Eosine (H/E) pour I'étude de la morphologie générale ;

e Picro-Sirius (PS) pour la mise en évidence du collagéne et de la micro-anatomie

osseuse et leur observation en lumiére polarisée.

Figure 28 : Scie microtomique.

Figures 29a (a gauche) : LMR®-SOL et 29b (a droite) : Decalcifier 1I®
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Figure 30 : Coupe incluse dans de la paraffine.
De la paraffine liquide est coulée dans un moule contenant la coupe, aprés une nuit le bloc de paraffine incluant
la coupe est démoulé.

Figure 31 : Microtome permettant réaliser les coupes histologiques.

1.1.2. Protocole appliqué par le laboratoire d’histomorphométrie de I'lML

L’échantillon traité était une dent de sagesse mandibulaire gauche (ou 38) présentant
une lésion carieuse occlusale et provenant d’un individu de sexe féminin &gé d’une

quarantaine d’années ne présentant aucune pathologie.

La dent a été fixée dans du formol a 10% tamponné (pH = 7,2) pendant 6 semaines

afin de stabiliser les structures tissulaires. A l'issue de la fixation, elle a été coupée
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selon un plan sagittal a 'aide d’'une scie diamantée montée sur une Dremel® afin

d'exposer tant la pulpe camérale que canalaire (Figure 32).

.,".v,o‘ ,".H"'ffl %u
j,,H-nun-. H,A,A A :
&M 1 8
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-

Figure 32 : De gauche a droite : vue vestibulaire et palatine avant et aprés découpe de la dent
sélectionnée.

La dent a ensuite été décalcifiée dans du liquide de Kristensen (39), composé d’acide
formique et de formate de sodium. Cette méthode de décalcification utilise un acide
faible et est de ce fait moins agressive pour le tissu calcifié. Le temps de décalcification

a été de 7 jours.

A la fin de la décalcification, les fragments dentaires ont été rincés 2 heures sous eau
courante puis déshydratés dans un automate de déshydratation sous vide "Tissue-
Tek, VIP 6 Al", Sakura® (Figure 33), selon le schéma appliqué aux organes de routine
(cycle de 19h : éthanol de 50% a 100% puis xyléne). A l'issue de la déshydratation,
les échantillons ont été inclus en paraffine a l'aide d'une station d'inclusion en paraffine
"Tissue Tek IlI", Sakura® (Figures 34a et 34b). L'inclusion des échantillons a été
réalisée dans une paraffine dont le point de fusion est de 62 - 64°C (Peel-a-way
paraffin embedding wax, Ref: 19304-01, EMS, Philadelphia). Cette paraffine a haut
point de fusion permet d'assurer une meilleure matrice d'enrobage aux tissus calcifiés

et une coupe plus aisée.

Des coupes de 5um ont été faites avec un microtome "Jung Autocut", Leica® (Figure
35) et les colorations suivantes réalisées :

e Hématoxyline / Eosine (H/E) pour I'étude de la morphologie générale ;

e Picro-Sirius (PS) pour la mise en évidence du collagéne et de la micro-anatomie

osseuse et leur observation en lumiére polarisée (40) (41) (42).
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Figures 34a : Station d’inclusion en paraffine « Tissue Tek Ill » et 34b : Dent incluse en
paraffine.
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Figure 35: Microtome « Jung Autocut ».

I. 2. Réalisation de coupes histologiques a partir d’un échantillon d’os

pétreux

Le prélevement d'os temporal humain a été réalisé a partir d'un don de corps
testamentaire a la science’. Une fois prélevé par le laboratoire d’histomorphométrie de
'IML de Strasbourg, le fragment d'os temporal a été fixé dans du formol a 10%
tamponné (pH = 7,2) pendant 6 semaines. A l'issue de la fixation, I'os temporal a été
coupé selon un plan sagittal, a I'aide d'une scie oscillante pour autopsie "Clean-cut"
Surgipath® (Figure 36), afin d'exposer la partie pétreuse de I'0s. Les fragments osseux
ont été décalcifiés dans la méme solution que pour la dent (liquide de Kristensen). Le
temps de décalcification a été de 18 jours.

Le protocole de la technique histologique de traitement de I'os pétreux (déshydratation,
inclusion en paraffine, coupe et colorations) a été identique a celui utilisé pour traiter

la dent.

——

-
1 . L]

Figure 36 : Scie oscillante « Clean-Cut »

! Le don des corps aux facultés de médecine en vue de la recherche scientifique et de 'enseignement médical se
fonde sur I'article 3 de la loi du 15 novembre 1887 traitant de la liberté des funérailles. Ce don est testamentaire,
donc ante-mortem. |l est explicite quant au consentement au don et quant au devenir du don, a visée de recherche
par le biais de I'article R. 2213-13 du code général des collectivités territoriales (confirmé par le décret n°2011-121
du 28 janvier 2011), qui dispose que ce don a pour destination un établissement de santé, de formation ou de
recherche.
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Il. Préparation des os pétreux et des dents et analyses de biologie moléculaire

I.1. Echantillons analysés

Pour cette étude, lorsque cela a été possible, nous avons associé a chacun des os
pétreux analysés, une dent provenant du méme individu afin que puisse étre réalisée

une analyse comparative des deux types de substrat (Tableau 1).

Un ensemble de 33 sujets a été analysé (Tableau 2). Parmi eux, 27 sont des
échantillons anciens provenant de divers sites de fouilles et datant de différentes
époques historiques : 22 proviennent de sites hongrois datés du X®™¢ siécle (43) (44),
2 sontissus d’individus inhumeés entre 390 et 110 av. J-C sur le site de fouille de Marsal
en France (département 54), 3 proviennent d’'une nécropole de I'Altai-Mongol de I'age
du Bronze. Les 6 autres échantillons proviennent de cas relatifs a des enquétes déces

dans le cadre desquelles un profil génétique a di étre établi.

Echantillons a la réception Prélevements effectués

Crane Os pétreux

Mandibule Dent

Tableau 1 : Prélévements effectués lors de I’étude.
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Nbr Echantillons Provenance Datation

1 Karos I. Gr3

2 Karos Il. Gr11

3 Karos Il. Gr14

4 Karos Il. Gr16

5 Karos Il. Gr29

6 Karos Il. Gr52

7 Karos Il. Gr60

8 Karos Il. Gr61

9 Karos lll. Gr11

10 |Rétk-Paro Gr1

I Retk-Paro Gr2 Hongrie Xeme siecle
12 |Tis-Bas Gr13

13 |Rakamaz Gr1

14 |Rakamaz Gr2

15 |Bodrog Gr1

16 |Bodrog Gr3

17 |Tisza

18 |Tuzsér

19 |Nagy 1

20 |Nagy 2

21 |Nagy 6

22 |Ormé

23 |Marsind.7 Site de Marsal, Entre 390 et 110
24 |Mars ind.8 France siécle avant J-C
25 ST/ Altai, Entre ler et lleme
26 |ST32 . -

Mongolie siécle avant J-C

27 |ST72

28 |Parind.1

29 |Parind.2

30 |indX

31 [Admi France

32 |Enfn°2

33 |Adn°3

Tableau 2 : Liste des échantillons.

11.2. Prévention des contaminations

Comme [l'amplification d’'un ADN ancien est beaucoup moins efficace que
I'amplification d’'un ADN contemporain, la présence de quelques molécules d’ADN
exogeéne est suffisante pour masquer 'amplification d’ADN ancien endogéne. Il est
donc fondamental d’empécher toutes contaminations en travaillant dans des locaux
adaptés et réservés a I'étude d’ADN dégradés (locaux en surpression équipés de
lampes UV et d’'un matériel spécifique) ainsi qu’en travaillant de maniére tres

rigoureuse (port de blouses, gants, masques, charlottes et sur-chaussures ; sens de
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circulation des échantillons ; décontamination systématique des locaux et paillasses,

génotypage des personnes au contact des échantillons...).

I1.3. Sélection et préparation des échantillons

[1.3.1. Sélection des échantillons dentaires

La quantité d’ADN présente dans une dent dépend de plusieurs facteurs tels que le
type de dent, 'dge dentaire du donneur ou encore l'intégrité de la structure (45) (46).
Les dents pluriradiculées (molaires et prémolaires) sont a privilégier car elles
présentent une surface radiculaire et un volume pulpaire plus important. De plus, elles
sont plus susceptibles de rester ancrées dans l'os alvéolaire, participant a leur
protection vis-a-vis du milieu extérieur. Lors de la sélection des dents, des apex fermés
ont été privilégiés. En effet, si le processus d’apexification n’est pas achevé le risque
de contamination est plus important. Enfin, comme toutes Iésions (fissures, Iésions
carieuses, tartre radiculaire important...) peuvent favoriser I'entrée de bactéries et

donc la contamination de I’échantillon, les dents abimées ont été écartées.

11.3.2. Préparation des échantillons

11.3.2.1. Les échantillons dentaires

Les dents ont été méticuleusement nettoyées a I'aide d’'une compresse stérile imbibée
d’'une solution oxydante, rincées a l'eau stérile puis séchées a I'éthanol. Elles ont
ensuite été décontaminées par exposition aux UV courts a raison de trente minutes
par face avant d’étre réduites en poudre par cryobroyage au moyen d’un cryobroyeur
a azote liquide (6870 Freezer/Mill) (Figure 37).

Le matériel nécessaire pour le cryobroyage (tubes cryogéniques, bouchons et
percuteurs) a préalablement été désinfecté, rincé, séché et exposé a un irradiateur
Bio-Link 254nm (Crosslinker) (Figures 38a et 38b). Une fois décontaminés, les tubes
cryogéniques sont insérés dans un compartiment (Figure 39). Le cryobroyage
s’effectue par un systéme de dépolarisation permettant au percuteur de broyer
I'échantillon enfermé dans le tube cryogénique par des mouvements de va et vient tres

rapides le tout se déroulant dans I'azote liquide a -195,79 °C.
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Figure 37 : Installation du cryobroyeur.

A droite la bouteille d’azote liquide et a gauche le Freezer/Mill. On peut également observer des gants et une
visiére de protection permettant de manipuler des objets a des températures extrémes et de se protéger des
projections.

Figures 38a (a gauche) : Irradiateur Bio-Link et et 38b (a droite) : Tubes pour le cryobroyage.
On peut visualiser l'irradiateur Bio-Link 254nm (Crosslinker) qui permet d’exposer le petit matériel a un
rayonnement ultraviolet (a gauche) et matériel pour le cryobroyage (a droite).

Figure 39 : Cuve du cryobroyeur.
Le dispositif au centre permet de mettre en place les tubes pour le cryobroyage.
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[1.3.2.2. Les échantillons d’os pétreux

La préparation des échantillons d’os pétreux a différé selon le type de prélévement
cranien réceptionné. En effet, si dans certains cas des pétreux isolés nous ont été
confiés, dans d’autres cas, il a été nécessaire d’isoler la partie pétreuse d’'une structure

craniale osseuse plus ou moins compléte.

Cette opération s’est effectuée sous une hotte d’aspiration, avec des instruments
préalablement décontaminés, séchés, rincés et exposés a un rayonnement UV. La
partie osseuse correspondant a I'os pétreux a été isolée en coupant a I'aide d’'une scie
montée sur une Dremel® (Figure 40). |l s’agit d’'une opération délicate qui permet

néanmoins le repositionnement de la piece prélevée une fois les analyses effectuées.

Figure 40 : Préléevement de I’os pétreux a partir de la partie supérieure du crane.
Découpe a I'aide d’une scie montée sur une Dremel®, repositionnement possible aprés prélévement.

A l'aide d’'une fraise montée sur la Dremel®, la surface externe de la portion osseuse
a été abrasée afin déliminer d’éventuels contaminants, en insistant plus
particulierement au niveau de la zone correspondant a la capsule otique et des cavités
présentes sur la surface osseuse (Figures 41a et 41b). Par la suite, le prélevement de
la poudre correspondant a la zone de la capsule otique a été réalisé a l'aide d’'une
fraise boule (Figure 42), afin de récupérer une fine poudre qui se déverse dans une
petite coupelle en plastique. Trois prélevements de poudre correspondant a des
profondeurs différentes ont été réalisés pour chaque os pétreux. Ces prélévements

ont ensuite été conservés dans trois microtubes de 2 mL soigneusement annotés.
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Figures 41a (a gauche) : Fragment d’os pétreux avant et 41b (a droite) : aprés abrasion.
Aprés abrasion de sa surface, I'os présente une couleur nettement plus claire.

Figure 42 : Obtention d’une poudre par forage de I’'os pétreux.
La poudre prélevée est plus blanche lors du forage en profondeur.

11.4. Extraction de ’ADN

A partir des poudres d’os et de dents (environ 250 mg pour une extraction), une étape
de déminéralisation peut étre effectuée. Elle consiste en une incubation pendant toute
une nuit (ou environ 18 heures) dans 1 ml d’EDTA (0.5M), sous agitation et a
température ambiante. L’extraction proprement dite a été effectuée grace a un tampon
d’extraction composé d’EDTA (0.5M), de DTT (1M) et de protéinase K (20mg/ml) lors
d’'une deuxiéme incubation d’une nuit a 50°C. L’ADN ainsi extrait a ensuite été purifié

sur des colonnes de silice puis concentré sur des colonnes Amicon.
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I.5. Amplification de ’ADN par réaction de polymérisation en chaine
(PCR)

11.5.1. Analyse de '’'ADN nucléaire autosomal ou caractérisation de profils

genétiques individuels

L’analyse de marqueurs microsatellites (ou STR pour Short Tandem Repeats) a été
réalisée au moyen d’un kit commercial d’identification génétique humaine, il s’agit du
kit d’amplification PCR GlobalFiler® (Thermo Fisher Scientific). Celui-ci permet
'analyse simultanée de 24 marqueurs génétiques dont 21 marqueurs autosomaux
(D3S1358, VWA, D16S539, CSF1PO, TPOX, D8S1179, D21S11, D18S51, D2S441,
D19S433, THO1, FGA, D22S1045, D5S818, D13S317, D7S820, SE33, D10S1248,
D1S1656, D12S391, D2S13), deux marqueurs du chromosome Y (DYS391, Y indel)

et un marqueur pour la détermination du sexe (géne de 'amélogénine ou AMEL).
11.5.2. Analyse des produits amplifiés

Les réactions d’amplifications PCR ont été réalisées au moyen d’un thermocycleur
(Biometra) en suivant les recommandations du fournisseur pour le kit d’amplification
précédemment présenté. Les produits d’amplification ou amplicons ont été ensuite
analysés au moyen d’'un séquenceur automatique 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems) en utilisant du polymere (POP7) avec une nappe capillaire de 50 cm
(Figures 43a et 43b). Les profils génétiques ont été analysés a l'aide du logiciel

« GeneMapper ®».

Figures 43 : Appareils d’amplification et d’analyse
43a. Thermocycleur Biometra et
43b. Séquenceur automatique 3500 Genetic Analyzer.
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Chapitre 3 : Résultats

Cette partie de présentation des résultats s’attache a I'analyse descriptive des coupes
histologiques de dents et d’os pétreux frais observées en microscopie optique, ainsi
qu’a I'analyse des résultats des amplifications de loci STR autosomaux a partir ’ADN

extraits de restes squelettiques anciens et/ou dégradés.

I. Analyse histologique des dents

Deux dents de sagesse mandibulaires ont été traitées en vue d’analyses histologiques
mais seule la dent traitée par le laboratoire d’histomorphométrie de I'lML fera I'objet
d’'une description ; en effet, le traitement, les colorations et les coupes ont été réalisés
dans les mémes conditions expérimentales que pour I'os pétreux, ce qui permet une

comparaison de ces deux substrats.

I.1. Analyse de la dent aprés coloration a ’hématoxyline et a ’éosine

La coloration a 'hématoxyline et a I'éosine (H/E) permet de mettre en évidence les
cytoplasmes (coloration rose) et les noyaux (coloration bleu) des cellules. Aprés
traitement au décalcifiant acide, I'émail dentaire a été dissout et n’est plus observable.
La couche améloblastique, composée des cellules responsables de la formation de
I'émail et située entre 'émail et la dentine, n’est également plus visible. Toutefois, la
coloration H/E a permis de mettre en évidence le tissu dentinaire, représenté par la
couleur rose uniforme, a peine différenciable du cément, coloré en rose légérement
plus soutenu. La dentine, comme on peut I'observer, représente en volume le tissu
dentaire le plus important (Figure 44A). Cette coloration permet également de
visualiser, au niveau d’une cuspide, un début de déminéralisation correspondant a une
Iésion carieuse. La pulpe camérale ainsi qu’une partie de la pulpe dentaire d’'un canal
se caractérisent par la présence de nombreux noyaux cellulaires. Cette observation
permet de noter que la pulpe dentaire, riche en cellules nucléées, représente la
principale source d’ADN nucléaire de I'organe dentaire. Cette méme coupe, a plus fort
grossissement, permet d’ailleurs d’observer au niveau de la jonction entre la pulpe et
la dentine, les noyaux d’odontoblastes (points bleus/violets), cellules responsables de

la formation de la dentine, situés a la périphérie de la pulpe, juste a la limite avec la
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dentine (Figure 44B). Un grossissement sur la Iésion carieuse permet de constater la
déminéralisation progressive du tissu dentaire et d’observer des points territoires
bleus/violets qui témoignent de la présence de bactéries au sein de la matrice

dentinaire trés dégradée (Figure 44C).

I.2. Analyse de la dent aprés coloration au rouge Sirius ou Picro-Sirius et

observation a la lumiére polarisée

Le rouge Picro-Sirius (PS), qui se fixe le long des fibres de collagéne de type |,
principale protéine constitutive des tissus osseux, dentinaires et cémentaires, permet
de mettre en évidence ces fibres en les colorants en rouge. Cette coloration, trés faible
au niveau de la pulpe camérale, est un indicateur de la faible composition en collagéne
de type | de cette région (Figure 45A).

Observées en lumiere polarisée, les fibres de collagéne les plus épaisses vont
apparaitre colorées en jaune/orange/rouge tandis que les fibres les plus fines seront
colorées en vert. L’avantage de la lumiére polarisée est qu’elle révele I'orientation des
fibres et permet de mettre en évidence différents territoires (Figure 45B). Ainsi, on
observe que le tissu dentinaire se compose principalement de fibres de collagéne de
type | grossierement paralléles entre elles (Figure 45B1), alors qu’au niveau de la
jonction cémento-dentinaire, sur une fine épaisseur, les fibres de collagéne de la
dentine s’organisent dans un sens différent (Figure 45B2). Cela permet de voir que le
cément est constitué de fibres de collagene de type | plus fines (coloration verte) et
grossierement orientées parallelement a I'axe de la racine. Aucune vascularisation ni
innervation n’est visible au niveau des tissus dentinaires et cémentaires. Ce que I'on
peut retenir de ces observations est que le tissu dentaire, fortement minéralisé et donc
riche en hydroxyapatite et phosphates de calcium (chargé positivement), est
susceptible de fixer TADN (chargé négativement) et de le protéger de la dégradation

au cours du temps.
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Figure 44 : Coupe histologique d’une dent de sagesse mandibulaire (38), sectionnée selon un
plan sagittal (coloration H/E).

Le tissu dentinaire est représenté en rose. (A.) Un fort grossissement de la jonction entre pulpe et dentine permet
d’observer des points bleus/violets correspondant aux noyaux des odontoblastes. (B.) Un début de déminéralisation
correspondant a une Iésion carieuse est visible et la présence de points bleus/violets témoignent de la présence
de bactéries (C.).
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Figure 45 : Coupe histologique de la dent de sagesse mandibulaire (38), sectionnée selon un

plan sagittal (coloration PS+ polarisation).

(A.) Les fibres de collagéne de type | sont teintes rouge par la coloration PS sans polarisation.

(B.) Les fibres de collagénes de type | apparaitront en jaune/orange/rouge voire vert avec l'utilisation de la lumiere
polarisée mettant en évidence I'orientation des fibres. (B.1) Organisation paralléle des fibres de collagene au

sein de la partie coronaire. (B.2) En vert, les fibres de collagéne constituant le cément et organisées selon un
axe paralléle a la racine dentaire.
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Il. Analyse histologique de I’os pétreux

I.1. Analyse de I’os pétreux aprés coloration a ’hématoxyline et a I’éosine

Cette coloration a permis de mettre en évidence la présence de plusieurs structures
histologiquement distinctes au niveau de la partie pétreuse de I'os temporal. En effet,
sur une coupe réalisée au niveau d'un canal semi-circulaire (Figure 46A), nous
pouvons remarquer la présence d’une structure osseuse particuliére, semblable a une
coque protectrice délimitant deux territoires aux structures différentes. Dans la zone
délimitée par la coque protectrice, on peut remarquer la présence de zones sous-
colorées par I'éosine au sein d’'une matrice fortement éosinophile, c’est-a-dire colorée
en rose (Figure 46B). Ces territoires sous-colorés renferment des cellules de grandes

tailles souvent regroupées par deux (Figure 46C).

I.2. Analyse de I’os pétreux aprés la coloration au rouge Sirius ou Picro-

Sirius, puis observation a la lumiére polarisée

Cette coloration permet également de mettre en évidence la présence d’une coque
protectrice orientée en regard des cavités composant 'oreille interne (Figure 47). On
peut remarquer que les territoires précédemment peu colorés par I'’éosine ne sont pas
colorés par le rouge Sirius ; ils ne renferment donc pas de collagéne de type I. Ces
zones correspondent a du collagéne de type Il, principale protéine constitutive de la
matrice cartilagineuse, et les cellules incluses dans cette matrice correspondent
probablement a des chondrocytes.

L’utilisation d’'une lumiére polarisée permet de mettre en évidence l'orientation des
fibres de collagene. Ainsi, les fibres constituant la coque protectrice sont paralléles
entre elles tandis que celles présentent a l'intérieur de cette zone délimitée
s’entrecroisent sans orientation particuliére. Ce territoire délimité par des fibres de
collagéne paralléles entre elles, est exempt d’'ostéons secondaires qui ont un aspect
particulier que I'on distingue aisément (Figure 48). En effet, ils correspondent a des
structures centrées sur des vaisseaux sanguins associés a des fibres nerveuses et

interviennent dans le développement et le remodelage du tissu osseux.
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L’analyse de cette coupe histologique permet de réaliser, en regard des structures de
l'oreille interne qui correspond au labyrinthe osseux, que cet os présente des
structures tres distinctes et atypiques pour un os du crane. En périphérie, des fibres
de collagéne de type Il, paralléles entre elles, forment une coque protectrice enserrant
un territoire présentant des fibres de collagéne de type Il sans orientation particuliére
et incluant des restes chondraux. Ce second territoire présente une structure trés
particuliere assimilable a un os resté a I'état immature. En effet, des territoires
chondrocytaires résiduels persistent dans un os mature. Il semble donc, qu’alimenté
par I'endolymphe et la périlymphe, le canal semi-circulaire du labyrinthe osseux soit

un tissu osseux isolé, qui ne se remodele pas au cours de la vie.
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Figure 46 : Coupe histologique de I’os pétreux au niveau d’un canal semi-circulaire, sectionné
selon un plan sagittal (coloration H/E).
(A.) Deux structures osseuses sont visibles A.1 et A.2 délimités par les fleches en brun. Une structure osseuse
particuliere semble former une coque protectrice en regard du canal semi-circulaire.
(B.) Zoom sur des lacunes sous-colorées par la coloration H/E.
(C.) Un plus fort grossissement a partir de la figure B au niveau de cette zone peu colorée par I'éosine permet de
visualiser des cellules de grande taille (indiqué par la fleche noir) souvent regroupées par deux au niveau des
zones sous-colorées. Ces cellules sont évocatrices de chondrocytes.
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Figure 47 : Coupe histologique de I'0os pétreux au niveau d’un canal semi-circulaire, sectionné
selon un plan sagittal (coloration PS+ polarisation).

(A.) Deux structures osseuses sont toujours visibles A.1 et A.2 délimités par les fleches en noir. Une structure
osseuse particuliere semble former une coque protectrice en regard du canal semi-circulaire.

(B.) Zoom sur la partie peu coloré par le PS.

(C.) Un plus fort grossissement a partir de la figure B au niveau de la zone1 peu colorée par le rouge Sirius
permet de visualiser des restes chondraux, constitués de collagene de type Il et de chondrocytes.

(D.) Le méme grossissement a partir de la figure B au niveau de la zone1 en lumiére polarisée permet de
visualiser des restes chondraux, constitués de collagene de type Il et de chondrocytes.
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Figure 48 : Coupe histologique d’un os cortical centrée sur un ostéon secondaire (coloration PS

+ polarisation).
Les ostéons correspondent a des structures centrées sur des vaisseaux sanguins associés a des fibres nerveuses

et interviennent dans le développement et le remodelage du tissu osseux.
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lll. Analyse des STR autosomaux par électrophorése capillaire

La qualité et/ou quantité d’ADN extrait a partir d’'os pétreux ou de dents a été estimée
par I'analyse des profils génétiques générés par le kit d’identification génétique
humaine GlobalFiler® (Thermo Fisher Scientific). Ce kit permet I'amplification
simultanée de 21 marqueurs STR autosomaux (STRa) compris dans des intervalles
de tailles variant entre 70 et 450 paires de bases (pb) (Figure 49). L’intensité relative
de la fluorescence (RFU : Relative Fluorescence Units) de chacun des alléles amplifiés
nous a servi d’indicateur pour estimer lequel des deux substrats (os pétreux ou dent)

livre TADN le mieux préserveé.

lll.1. Stratégie de I’étude a partir des marqueurs STR

En partant du principe que I'ADN endogene extrait de prélevements squelettiques
anciens correspond souvent a un ADN fortement fragmenté et présent en trés faible
quantité, nous avons choisi d’estimer la qualité des ADN extraits en se basant sur le
résultat de 'amplification de fragments d’ADN de différentes tailles. Nous avons ainsi
classé les marqueurs STR ciblés par le kit GlobalFiler® en deux groupes: les
« marqueurs de petite taille » dont la taille des alléles varie de 70 a 275 paires de
bases et les « marqueurs de grande taille » dont |a taille maximale des alléles dépasse
la valeur seuil de 275 pb (Tableau 2). Les alléles de petite taille peuvent étre amplifiés

méme si ’ADN est dégradé tandis que ceux de grande taille ne le peuvent pas.
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Figure 49 : Taille des alléles amplifiés par le kit GlobalFiler® pour chacun des loci STR.

69



Kit d’amplification Marq.ueurs .STR Marqueurs S.TRa
PCR utilisé Nbr| Petites tailles Nbr| Grandes tailles
(70 a 275pb) (275pb a 450pb)
1 |D2S441 1 |D7S820
2 |D10S1248 2 |D18S51
3 |D22S1045 3 |D2S1338
4 |D3S1358 4 |CSF1PO
5 |D8S1179 5 |SE33
6 |D19S433 6 |TPOX
GlobalFiler T |pesere
i
(Applied Biosystems) 8 (WA
9 |D1S1656
10 | THO1
11 |D21S11
12 |D13S317
13 |D12S319
14 |D16S539
15 |FGA

Tableau 2 : Classement des marqueurs génétiques autosomaux par taille.

lll.2. Interprétation d’un profil génétique autosomal

Un profil génétique établi sur la base de I'amplification de marqueurs STRa présente
classiquement deux alleles (I'un hérité du pére, I'autre de la mere) par locus amplifié
(Figure 50). Si I'individu testé a hérité du méme allele de chaque parent, seul un alléle
sera visible sur le profil (les deux alléles de méme taille sont confondus). Dans le
premier cas on parle d’'individu hétérozygote pour le locus considéré, dans le second
d’individu homozygote. Le nom de l'alléle correspond au nombre de répétitions
contenu dans cet alléle ; ainsi, si au locus D3S1358 un individu présente les alléles 14

et 15, cela correspond a des alléles de 14 et 15 motifs répétés respectivement.

Sur un profil génétique, l'intensité des alleles amplifiés a chaque locus est indiquée en
ordonnée par le nombre de RFU. Cette intensité correspond au nombre de molécules
d’ADN amplifiées. La taille des fragments amplifiés est notée en abscisse. On
remarque que plus la taille des alléles amplifiés augmente, moins l'intensité est élevée.
Ceci est une caractéristique de I'ADN dégradé: les grands fragments, plus

susceptibles d’étre fragmentés, ne sont pas amplifiés.
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Figure 50 : Exemple d’un profil génétique obtenu aprés amplification des marqueurs STR ciblés
par le kit GlobalFiler®.
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Sur 'exemple de la Figure 51, on note que pour les loci D16S539 et CSF1PO, 'ADN
extrait d’os pétreux permet 'amplification d’alléles non amplifiés a partir ’ADN extrait
d’'une dent issue du méme individu. De plus, lintensité des alleles amplifies est

superieure pour le pétreux par rapport a la dent.
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Figure 51 : Comparaison des amplifications obtenues a partir d’'une dent et d’un os pétreux
pour un méme individu.
Sur cette figure, 5 des 24 marqueurs STRa du GlobalFiler® ont été représentés.
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Figure 52 : Analyse de '’ensemble des marqueurs STRa.
En bleu les valeurs correspondant a I'os pétreux et en rouge celles correspondant a la dent.
Les marqueurs associés a un astérisque correspondent aux valeurs considérées significativement différentes entre les deux substrats.
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lll.3. Comparaison des profils STRa obtenus pour les paires os

pétreux/dent issues d’'un méme individu

Afin de comparer la qualité de 'ADN extrait d’os pétreux et de dents, nous avons établi
un profil génétique pour chacun d’eux et comparé les résultats obtenus. Pour chaque
allele amplifié, une valeur correspondant a l'intensité RFU a été obtenue. Ces valeurs
ont été relevées pour chacun des deux substrats étudiés (Annexes 1 et 2). La moyenne
de ces intensités RFU par substrat et par marqueur a alors été calculée. Nous avons
ensuite effectué un test statistique (test de Student) sur 'ensemble des données afin
de savoir si les moyennes calculées pour l'os pétreux et la dent étaient
significativement différentes (Figure 52). Les valeurs obtenues pour chaque marqueur
ont été considérées comme significativement différentes entre les deux substrats pour

une valeur-p (ou p-value) inférieure a 0,05.

L’analyse du graphe de la Figure 52, révele que les marqueurs de petite taille
s’amplifient relativement aisément dans la majeure partie des cas aussi bien pour I'os
pétreux que pour les échantillons dentaires (marqueurs D2S441 a D16S539). En
revanche, on note une diminution de I'intensité de I'amplification (valeurs de RFU plus
faibles) pour les marqueurs de plus grande taille. Ceci suggéere une dégradation de

I’ADN qui touche a la fois I'os pétreux et la dent.

Nous notons que pour 14 des 21 marqueurs STR autosomaux amplifiés, l'intensité
RFU obtenue est significativement plus importante lorsque I'os pétreux est le substrat
employé. Si I'on s’intéresse aux 14 « marqueurs de petite taille », 12 d’entre eux
présentent une intensité significativement plus importante dans 'os pétreux. Alors que
pour les 7 « marqueurs de grande taille » cette intensité n’est significativement plus

importante que pour deux d’entre eux.

Au regard de ces résultats, 'ADN extrait de I'os pétreux ne semble pas étre préservé
de la dégradation puisque les fragments de grande taille ne sont pas amplifiés ou bien
avec des intensités tres faibles, non significativement différentes de celles obtenues a
partir de la dent. En revanche, au vu des intensités RFU relevées pour les alleles de

petite taille, il semble que cette dégradation affecte moins I'os pétreux que la dent.

74



Discussion et conclusion

Plusieurs auteurs ont réecemment démontré que la partie la plus dense de I'os pétreux,
correspondant au labyrinthe osseux ou capsule otique, était susceptible de fournir de
I’ADN de bien meilleure qualité que tous les autres substrats biologiques, facilitant les
études de paléogénétique et -génomique (23) (22). Cette découverte est d’une
importance considérable pour le domaine de 'ADN ancien mais également pour celui

de la médecine Iégale (identification d’individus a partir de restes squelettisés).

Le présent travail de thése avait un objectif double : (I) comprendre pourquoi I'os
pétreux est décrit depuis peu comme le substrat biologique de choix pour les analyses
d’ADN ancien ; (Il) réaliser une analyse comparative visant a établir si 'os pétreux livre
systématiquement un ADN bien préserveé et donc des profils génétiques de meilleure
qualité que ceux pouvant étre obtenus a partir de dents, décrites jusqu’alors comme

une source optimale d’ADN.

Pour répondre a ces questions, nous avons souhaité explorer la structure de l'os
pétreux et la comparer a celle de dents au travers d’investigations histologiques mises
en ceuvre grace a des collaborations développées avec des histologistes.
Parallélement, nous avons souhaité réaliser des analyses de biologie moléculaire
visant a comparer, pour un méme individu, la qualité de 'ADN extrait d’'un os pétreux

par rapport a celle d’'une dent.

L’un des résultats les plus intéressants des analyses histologiques qui ont été menées
a été la mise en évidence de deux structures complétement différentes entre I'os
pétreux et la dent. La coupe de I'os pétreux a en effet révélé la présence d’'une coque
protectrice de fibres de collagéne, ceinturant un territoire particulier et incluant des
restes chondraux en contact avec les espaces périlymphatiques situés entre les
labyrinthes osseux et membraneux. La persistance de territoires chondrocytaires
résiduels atteste de la présence d’'un os partiellement immature qui ne subit aucune
résorption au cours de la vie d'un individu. L’absence d’ostéons secondaires dans ce
territoire confirme I'absence de remodelage osseux ainsi qu'un apport sanguin trés
réduit. Ce résultat confirme les observations de Pinhasi et al. (2015) (23) selon
lesquelles l'oreille interne présenterait une absence de résorption osseuse en regard

de I'espace péri-lymphatique. Il va également dans le sens des travaux de Margaryan
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et al. (2018) (28) selon lesquels la diversité microbienne est supérieure dans les dents
par rapport a 'os pétreux. En effet, sans apport extérieur de sang, la capsule otique
est préservée de I'entrée de certains microbes contrairement a la dent qui présente

une riche vascularisation de la pulpe dentaire.

Le labyrinthe osseux bénéficie donc d’une relative protection des contaminations
exogénes de par sa localisation anatomique mais également de par sa structure
histologique particuliére. Celle-ci, bien plus complexe que la structure dentaire,
comprend des éléments conservés a I'état immature et a I'abri de tout remodelage

osseux, comme en atteste 'absence de cicatrisation osseuse en cas de fracture (38).

Les analyses de biologie moléculaire réalisées au moyen du kit GlobalFiler® sur un
ensemble de 33 échantillons comprenant un os pétreux et une dent pour 27 d’entre
eux ont confirmé la nature dégradée de ’ADN datant de plusieurs centaines a plusieurs
milliers d’années. En effet, 'analyse des profils génétiques obtenus montre clairement
que les alléles amplifiés sont des fragments de petite taille (le plus souvent inférieure
a 200 pb). Afin d’établir si 'os pétreux est un meilleur substrat que la dent, nous avons
compare l'intensité des alleles amplifiés « os pétreux-dent », celle-ci reflétant la qualité
et, dans une moindre mesure, la quantité de ’ADN extrait. Ce que nous avons observé
est que bien que cette différence d’intensité soit trés marquée lorsque I'on considére
les marqueurs génétiques de petite taille (I'os pétreux donnant systématiquement des
valeurs plus élevées pour des alleles de taille inférieure a 250 pb), il y a peu de
différences entre les deux substrats étudiés lorsque I'on s’intéresse aux marqueurs de
grande taille. Ainsi, ’ADN contenu dans I'os pétreux, tout comme celui contenu dans
la dent, subit des dégradations au cours du temps, un résultat déja observé par
Hansen et al. (2017) (47). Néanmoins cette dégradation pourrait étre de moindre
intensité puisque les fragments de petite taille restent plus nombreux dans I'os pétreux
par rapport a la dent. Ce résultat explique pourquoi les études récentes de
paléogénomique, qui utilisent des techniques de séquengage haut débit (ou NGS pour
Nouvelles Génération de Séquencage) permettant I'analyse de petits fragments d’ADN
(contrairement aux techniques classiquement utilisées) trouvent dans I'os pétreux un
substrat de choix. Ce dernier étant protégé des invasions microbiennes, en plus d’étre
moins affecté par la dégradation, présente une quantité d’ADN endogéne

significativement plus importante que toute autre piece osseuse.
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En conclusion, ce travail de these d’exercice a permis d’apporter de nouveaux
éléments quant a l'intérét de choisir 'os pétreux plutét que la dent comme source
d’ADN pour des restes anciens et/ou dégradés. Par nos observations histologiques,
nous avons pu confirmer que la structure atypique du labyrinthe osseux est plus
favorable a la préservation de 'ADN que la structure dentaire, cette derniere étant plus
exposeée aux contaminations par de 'ADN exogéne. Par nos analyses d’amplification
de marqueurs STRa de différentes tailles, nous avons pu montrer que I'os pétreux,
tout comme la dent, est soumis a des processus de fragmentation de 'ADN, mais de

maniére certainement plus modérée.

Au vu de ces résultats, il apparait que le choix de I'os pétreux comme source d’ADN
ne doit pas étre systématique, surtout en absence de recours aux techniques NGS.
En effet, il ne faut pas négliger le fait que méme si des méthodes peu invasives de
prélevement de I'os pétreux ont été décrites (25), cela reste une méthode pouvant
endommager irréversiblement des piéces osseuses de grande valeur archéologique.
Chaque individu n’étant pourvu que de deux capsules otiques, 'impact du prélévement
sur l'intégrité d’'une piéce est plus important qu’un prélévement dentaire. Néanmoins
dans certains cas, et notamment dans celui des individus immatures et dépourvus de

dents, cette alternative pourrait se révéler de grande valeur.

Ce travail mérite d’étre poursuivi selon plusieurs axes. Dans cette étude, I'organe
dentaire a été prélevé dans sa totalité, sans distinction entre les différents tissus. Or la
pulpe et le cément semblent étre les sources d’ADN les plus intéressantes d’'une dent
(46). La pulpe se dégradant avec le temps, certaines études ont sélectivement prélevé
le tissu cémentaire pour leurs travaux (47). Nous pourrions donc envisager une
analyse ciblant cette partie en particulier, méme s'il s’agit d’'un travail techniquement
difficile et délicat. Il nous faudrait également augmenter le nombre d’échantillons testés
afin d’obtenir des résultats statistiques plus significatifs. Il nous faudrait surtout coupler
nos analyses de biologie moléculaire, basées sur des amplifications par PCR
classiques a des analyses NGS. Enfin, il nous faudrait mettre au point une technique
permettant d’estimer plus précisément la quantité d’ADN endogéne disponible dans

chacun des substrats.
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Annexes

Marqueurs STRa par ordre de taille croissant allant de 70pb & 275pb Marqueurs STRa par ordre de taille croissant allant de 275pb a 450pb
2 3 4 5 6 8 9 10 11 12 13 14 15 1 2 3 4 6
D2 D2 D10 D10 D22 D22 D3 D3 D8 D8 D19 D19 D5 D5 D1 D1 D21 D21 D13 D13 D12 D12 D16 D16 D7 D7 D18 D18 D2 D2 CSF1P

Echantillons Type de S441 - |S441 -|S1248-|S1248-|S1045-[S1045-|S1358-|S1358-|S1179-(S1179~| S433- | S433- | S818- | 5818~ S1656{S1656- S11- | s11- |s317-|8317-(S391-|S391-(S539-|S539~| FGA- | FGA- $820- | s820- | s51- | S51- |S1338{S1338{CSF1PO{ O- SE33- | SE33- |TPOX-|TPOX-
prélévement 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 VWA-1| vWA-2 1 2 THO1-1| THO1-2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Karos I. Gr3 dent 12223 [12223[ 4815 [ 5038 [ 3550 [ 3550 [ 805 [ 1868 [ 4619 [ 1774 [ 3154 [ 3372 [2424 [ 420 [132 [ 477 [356 [ o0 579 o [202[ o [612[ o [827[ o [165[ 0 |1034] 520 0 o [126 | o [0 | o [ o [s35] o [ 0
Karos II. Grll dent 1251 [1366 [ 505 [ 417 [ 589 [ 0o 46 0 733 [ 873 [ 815 [ 757 [ o 0 56 o [301] o 0 0 0 [ 0 o[ o 0 0 o [806| 0 0 0 0 ololo 0 0 0 0 [ 0
Karos II. Grl4 dent 0 [ 0 0 0 [ 0 0 0 0 [ 0 0 0 0 [} 0 0 0 0 0 [ 0 o[ o 0 0 [ 0 0 0 0 0 0 o] o [ 0 0 0 0 [}
Karos II. Grlé dent 0 0 0 0 o [228[ o 0 0 o [s52[ o 0 0 0 ) 0 0 0 0 0 [ [} o[ o 0 [} 0 0 [} 0 [ 0 [} o] o [} 0 0 0 0 [}
Karos II. Gr29 dent 13545 [17181[ 8654 [11020[11824[ 6436 [ 9299 [ 0 [6885 [ 5041 [ 8366 [ 9564 [4326 [ o [1963] o [1725] o [1799 [ 502 [921 [1556[1659[ 0 [1265[ o [354 | o [1337]1004[] 1377 [ o© 0 o [1136] 0 [} ) 0 0 [} 0
Karos II. Gr52 dent 381 [ 405 [243 [ o [374 [ o 0 0 0 0 59 o [138[ o 0 0 65 0 0 0 0 o [s15[ o [ o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o | o 0 0 0 0 0 [}
Karos II. Gr60 dent 8268 | 8268 [ 8438 [ 8438 | 9538 [10570[ 3949 [(1823 [ 5942 [ 6970 [ 5472 [ 6568 [ 4391 [ 0 [1040[ o [1684[ 1684 [ 1252 [ 1937 [2328[2220[ 864 [ 0 [1532] o [783[ o [2108[2451 0 0o [794] o [ o] o 0 o [1672] o 0 0
Karos II. Grél dent 5845 | 2689 [ 7796 [ 5250 | 7180 [ 7180 [ 2132 [ 1065 [ 2126 | 1941 [ 1536 [ 3512 [ 905 [ 905 [1563[ o [612[1482[ 338 o [485[485[798[738[712[ 0 [204] 71 [ 860 | © 0 0 0 o[ oo 0 0 0 0 0 0
Karos III. Grll dent 473 o [a55 [ o o [635[ o 0 561 | 0 [ 694 [ 694 | 290 [ 381 [340[ o 0 0 460 o [175[ o 0 o [ o 0 0 0 0 0 0 0 0 o[ oo 0 0 0 0 0 0
Rétk-Paro Gr2 dent 4894 [ 4894 [ 6983 [4789 [ 5589 [ 5387 [1766 [ 1766 [ 1000 [ 3038 [ 1712 [1712 [ 3178 [ 1642 [1026[ 865 [908 [ 701 [ 187 o [823[1077]556[ 0 [763| o [195] o | 785|892 || 1025 464 [ 0 o [ o 0 [392] o 0 0 0 0
Tis-Bas Grl3 dent 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o [ 444 o [965 [ o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o [ o 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o [ o 0 0 0 0 0 0
X Grl dent 503 [ 380 [ 680 [ © 65 0 [133[ 334 [768 [ o [458 [ o [477 [ o [197] o 0 0 0 0 0 [ 0 o [ o 0 0 0 0 0 0 0 0 o[ o] o 0 0 0 0 0 0
Rak Gr2 dent 3088 [ 3088 [4372 [ o [1727[1727[ 415 [ 625 [4723[ o [1010[ o 0 0 0 o [1806[ 1606 [ 452 o [115[ o [854[ o [572] 0o 0 0o [409] o 0 0 0 o [958 o 0 0 0 0 0 0
Bodrog Gr3 dent o [203a] o 0 0 o [537[ o 0 o [1395] o 0 0 0 0 0 0 153 o [s8oa[ o 0 o [ o 0 0 0 [546 | 0 0 [ 0 0 o [ o [408] o 0 0 0 0
Tisza dent 4323 [ 4323 [1047 [1047 [ 1524 [ 1524 [ 563 [ 563 [ 1679 [ 1321 [ 3720 [2573 [ 860 [ 324 [120 [ o [666 | 455 [ 607 | 422 [240[ o [433[ o [194[ o [151] o [1074] 670 0 0 0 o[ o] o 0 0 0 0 0 0
Tuzsér dent 4128 [4128[ 0 o [387 [ 220 [ 56 [ 144 [ 137 [ o [4s538[1921[ 72 o [122] o 0 0 845 0 0 0 0 o [ o 0 0 0 0 [1691 0 0 0 o[ oo [ 0 0 0 [ 0
Nagy 1 dent 1553 | 514 | 2849 | 1688 | 183 | 1367 | 561 | 504 | 658 | 0 | 409 | 486 | 57 0 [ 0 0 [ 0 [ 0 o [ s8] o [332] o [ ) 0 ) ) [ [ o[ oo 0 0 0 0 [ [
Nagy 2 dent 4020 [10736[ 2943 [ 2943 [3229 [(1926 [ 2409 [ 2235 [1365 [ 1858 [ 5505 [ 2038 [1604 [ 611 [1328[ o [728[ o [1105[ 1292 [166 344 [505[381[321[ 0o [110| 0 [1335[321|f1061| 0 [279| 0o [ o | 0o 0 0o [23a] o [ 0
Nagy 6 dent 9491 [ o [2603 [2680 [ 5245 [1718 [[1369 [ 2091 [ 3565 [ 1993 [ 5190 [2046 [1767 [ 902 [814 [ o [1215[ 978 [1862 [ o [328[ o [245[466[451[ 0 0 o [1822] o 272 0 0 o [277] o [} 0 0 [} [ 0
Orme dent 22568 [25470[16249[16580[18487(16320[ 9421 [ 5651 [13004[13004[12270[15318[13126[10643[4714 [ 3589 [4185[ 4121 [ 9127 [ 4564 [4362[1949[3599[2509[1520[1350[{2311] 0 [9767| 0 2493 | 1839 1163 [ 367 [ 594 [ 787 | © o [ 832 390 [427] o
Mars ind.7 dentl 3277 [ 7647 [ 2470 [ 2065 1994 [1015 [ 1015 [ 1156 [ 578 [ 458 [ 0 [599 o [528[ 202 [1186[1496 [ 694 [ 682 [338[191 [2109[1438[1304] 0 [9197[4599]1457| o 0 0 [3832]3949[202| o0 | 531 [ 434 | 308 | 133 10602 ©
Mars ind.7 dent2 284 0 0 0 0 0 0 0 115 | o 0 0 0 0 0 0 0 0 390 0 0 0 [} o | o 0 0 0 0 [} 0 0 0 [} o | o 0 0 0 0 0 0

Mars ind.8 dentl 1772 [1772 [ 785 [ 861 | 306 [ 795 [ o [ 388 0 o [923 ] o [330[ o 0 o [539] o 421 [ 840 [ © o [364] o [ 0o 0 [795]1675] o 0 319 403 (404 0 | 0 [ 334 [ o 0 [ 326 | 5182765
Mars ind.8 dent2 3611 | 0 0 0 66 | 99 [115 [ o 52 | 58 | 960 [ 1268 61 0 47 0 0 0 [1003] 954 | o 0 0 o [ o 0 0 0 [531] o 0 0 0 o[ oo 0 0 0 0 0 0
Par ind.l dent 2076 | © 0o [ 650 [ 576 | 725 [ 104 [ 0 518 | 0 [ 312 [ 202 [ 351 [ 0 [199[ 91 [192] o 0 o [129[ o J118] o [ o 0o [131] o 0 0 290 [ 280 [ © o[ oo 0 0 0 o [s58] o
Par ind.2 dent 21798 | 0 [ 33243391 [ 8920 | 5613 | 2907 | 2002 | 3466 | 5644 | 6469 | 5452 [ 2330 [ 1180 | 913 | 1042 [ 918 [ 1706 | 3865 | 2509 | 945 [ 258 [ 594 | 0 [690 | 728 [482 | o [4000] o 231 [ 208 [ © o [260] 0 0 0 [219 [ 151 [ o 0
ST7 dent 23916 [17101[23986] 0 [18602]14627] 3900 | 4778 [10495[ 8443 [12236] 6935 [ 5509 | 0 [1257] 1260 [2475] o | 2877 [ 3123 [1682[1261]1520] 0 [1331] 577 [ 361 | 619 [5936] 0 264 | 839 | 477 | o [1049[ 947 163 [ 171 | 340 [ 269 [271] o
ST32 dent 1378 | 17594980 | 0 | 1240] 724 [ 788 [ o [ 2784 817 | 1125[ 450 | 360 | 505 [ 848 | 0 [801| 680 | 545 0o [811[399[440] 0 [ 0 0 [449] o [ 485470 0 0 | 233 | o [476| o | 766 | 0 [ 237 o [ 0
ST72 dent 10379 [12388] 6326 | 5751 [15244] 0 [3750 [ o0 [4891| o | 9447 [ 9563 [ 2171|2768 ] 393 | 666 | 699 | 376 | 1252 | 544 [ 397 | 317|162 424|458 o [ 744 o [ 713 1038 0 o [ 507 | o [1157] o 0 o [118] o 0 0
ad n°1 dent 21798 | 0 [ 33243391 [ 8920 | 5613 | 2907 | 2002 | 3466 | 5644 | 6469 | 5452 | 2330 [ 1180 | 913 | 1042 [ 918 [ 1706 | 3865 | 2509 | 945 [ 258 [ 594 | 0 [ 690|728 [482| o [4000] o 231 | 208 [ o o [260] o 0 0 [110 151 [ 0 0
Enf n°2 dent 2076 | © o | 650 | 567 | 725 [ 104 [ 0 518 | 0 [ 312 | 202 | 351 | 0 [199[ o1 o | 192 0 o [129] o [118] 0 0 0 [131] o 0 0 290 [ 280 [ o o | o 0 [ 0 0 o [s58] o

Annexe 1 : Intensités RFU obtenues pour chaque marqueur STRa lorsque le substrat utilisé est une dent.
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Marqueurs STRa

par ordre de taille croissant allant de 70pb & 275pb

Marqueurs STRa par ordre de taille croissant allant de 275pb & 450pb

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1 2 3 4 5 6
b2
Fenantillons D2 D2 p19 p19 D5 D5 p21 | Dp21 p12 D16 D7 D7 pis | pis | D2 [s133
Type s441 - | s4a1 - [ D10 p10 D22 p22 b3 b3 b8 b8 $433- | s433- | ss18- | ss18- b1 b1 s11- | s11- [ p13 D13 [s391-| D12 | D16 | s539- | FGA- | FGA- $820- $820- | s51- | s51- [s1338-| 8- |cSF1PO-[CSF1PO-| SE33- | SE33- | TROX- | TROX-
de prélévement 1 2 [s1248-1|s1248-2|51045-1 | S1045-2 [S1358-151358-2(51179-1|51179-2| 1 2 1 2 vWA-1 | vWA-2 | S1656-1 | S1656-2 | THO1-1 | THO1-2 | 1 2 [s317-1s317-2| 1 |[s391-2[s539-1| 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Karos I. Gr3 pétreux 673 673 2848 2538 2538 0 0 971 449 158 114 710 0 0 0 0 0 378 395 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Karos II. Grl4 pétreux 30859 [ 28913 0 26708 [ 21077 | 8835 8677 [29111 [ 26787 [ 31193 [28222[11133 0 4509 [4577] 3159 2425 [11994 12642 [ 3646|2852 | 4692 | 2497 |1050| 788 1447 1678 | 10709 |10633 2333 0 533 346 634 1496 391 0 577 250 222 0
Karos II. Grlé pétreux 29752 [ 30401 11406 [ 30342 [ 26628 [ 9452 4498 [29051 [ 19088 [ 30255 [29651 [ 5893 4501 | 7153 [2611 [ 2708 2708 4398 2312 866 [1654| 1933 | 2006 | 794 0 0 1868 | 14193 0 1135 0 61 150 | 469 0 157 0 363 297 0 0
Karos II. Gr29 pétreux 8775 | 8193 4138 8848 6330 3680 0 4493 2650 4504 | 4884 | 3103 0 0 0 655 288 728 0 1321 [ 363 0 0 0 0 0 0 2155 | 1289 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Karos II. Gr52 pétreux 18597 [ 14231 6931 [ 16300 7221 3883 0 3841 5412 |15829 0 925 1939 | 1695 [ 307 1006 1565 1242 0 1253 0 835 1339 0 0 0 0 548 0 0 0 125 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Karos II. Gré60 pétreux 1179 1179 1657 6012 5477 559 0 0 1564 302 350 0 0 0 0 468 468 0 0 179 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Karos II. Grél pétreux pl [15420[13819 6201 [ 10746 [ 10746 [ 5027 [ 3804 [ 6594 [ 2841 [ 9623 1421 [ 1421 [1135 [ 462 [ 905 1175 608 | 1346 [ 355 [ 355 0 808 | 355 [ 576 0 632 | 631 301 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Karos II. Grél pétreux p2 1099 [ 2783 3698 | 3188 0 1595 [ 1379 [ 2087 0 4136 | 2683 [ 523 523 | 546 0 360 0 0 0 180 [ 180 0 1021 | 0 0 0 0 1406 | © 234 0 573 0 0 0 155 0 0 0 0 0
Karos III. Grll pétreux 26460 | 23501 18281 [ 27761 [ 19530 7120 0 11413 ] 3174 | 15956 [15956[ 1952 0 1098 |1018 442 0 2684 0 335 0 0 0 0 0 0 0 2665 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
[Rétk-Paro Grl pétreux 30501 [ 28502 17914 [ 27069 0 8467 5095 [ 28450 0 30481 0 3482 | 2514 | 1833 | 654 507 575 1360 788 974 764 1942 910 1111 0 0 0 2636 | 2137 314 252 0 0 0 0 0 0 309 0 0 0
Rétk-Paro Gr2 pétreux 7388 | 7388 | 3334 3614 8752 5806 2521 1261 2433 896 3856 | 3856 831 0 0 0 0 0 0 0 132 | 345 0 0 0 0 0 0 225 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tis-Bas Grl3 pétreux 27515117363 [17515 0 17956 | 11297 [ 3073 2638 6308 0 10200 [ 14041 [ 4168 0 999 1325 0 0 1790 0 146 0 444 0 159 | 523 0 0 558 |1308 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Rakamaz Gr2 pétreux 4291 4291 | 4771 2160 1568 0 617 2120 0 0 2165 [ 2165 211 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bodrog Grl pétreux p2 19933 [14589 (10274 | 14588 | 12214 | 11943 | 7755 5358 4145 5371 [12919[14699] 2154 1788 666 |[2800] 2704 4468 1399 3913 935 787 416 | 423 376 0 2416 674 1456 0 348 0 0 0 250 386 487 600 0 0
Bodrog Grl pétreux pl 19893 [16925[11123[11203 [ 9027 9420 2885 3995 6224 8932 9217 [10209] 1603 | 2141 | 2407 [1217 | 3451 2118 2692 1460 0 2163 0 1483 553 606 1737 0 676 0 1264 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bodrog Gr3 pétreux 4840 | 2106 [ 3185 [ 3823 4501 3014 1866 1296 785 2743 2798 [ 2785 [ 1110 1369 699 353 604 0 1207 559 0 0 0 0 0 0 434 368 0 0 0 0 0 0 154 0 0 0 0 0
Tisza pétreux 1295 1295 494 494 266 0 74 0 0 931 1383 | 1323 203 0 0 194 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 686 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tuzsér pétreux 2217 [ 2217 | 1384 3588 1770 187 127 1079 565 1539 2275 568 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 44 609 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Nagy 1 pétreux 23727118367 [ 586 546 2334 1944 1232 1173 2780 3018 | 22617 [21268[ 957 0 642 388 175 186 14675 691 | 306 337 86 224 | 177 164 65 7932 | 7382 73 68 53 106 | 828 | 180 22 175
Nagy 2 pétreux 31274 [ 31747 [ 2842 0 5944 5504 2889 2598 3713 3453 | 32242 [32235 0 1438 | 2265 0 552 374 1261916975 | 871 [ 520 555 602 364 | 170 419 355 131429518 674 0 110 0 327 |178] 119 0 744 0 0 0
Nagy 6 pétreux 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ormé pétreux pl 1399 | 2370 [10369[ 8092 6576 7395 3158 2847 2455 1228 643 621 758 1692 165 99 1167 0 821 410 391 0 0 0 97 0 0 0 664 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ormé pétreux p2 24672 | 25963 [ 21391 | 16939 | 25508 | 22511 5260 6829 8994 4497 111142115876 3789 | 1920 | 2626 | 2396 | 3893 3587 4297 2149 0 2803 | 1550 | 2910 | 470 | 845 1072 0 7914 0 388 0 1220 | 424 0 0 221 0 313 0 0 0
Mars ind.7 pétreux 1946519159 (12071 | 13110 | 18814 | 14720 | 7678 7678 | 26824 ) 13412 | 14083 |13526| 5883 6548 | 3263 | 2617 | 5278 5480 9628 5928 | 754 [ 2821 | 4148 | 3664 |3254 0 1806 903 3870 | 3831 779 411 554 212 577 |433 0 0 267 414 0 0
Mars ind.8 pétreux 15264 | 15264 [ 20258 | 16970 | 29617 | 22677 | 10207 | 8927 7933 | 19835 | 1925617947 13116 0 7800 0 6841 0 2382 2464 | 259411774 2945 0 187011343 636 696 3397 | 4107 526 650 0 0 0 0 192 0 326 303 0 0
Par ind.1l pétreux 13489 0 7936 | 4876 8748 6623 1225 4297 3967 0 3699 | 1205 | 2503 | 2828 | 1239 | 621 467 1811 1608 4450 671 | 1130 1216 888 449 0 169 452 1745 | 1655 311 0 360 0 0 0 128 0 0 0 0 0
Par ind.2 pétreux 28793 | 8983 [16076| 20742 | 29842 | 30215 | 23986 | 19936 | 25244 | 26158 | 28722 | 29437 | 16177 | 16047 | 12335 | 9224 | 13904 | 10191 | 16181 | 23011 [ 8957 [5734[13854| 0 |2760 2878 | 5972 0 29409| 0 4611 4739 [ 1515 614 [1621[894| 1244 | 765 | 2632 | 2321 | 240 | 200
sT7 pétreux 8761 | 4296 | 10880 0 4492 | 3272 | 3790 | 2629 | 1695 | 3487 | 9064 | 7316 | 6165 0 545 | 282 | 2950 0 2432 | 836 0 [2181[ 1189 0 [1650] © 352 0 7767 | © 0 0 0 478 0 |152 0 0 663 | 1564 0 0
sT32 pétreux p3 7605 | 5004 | 7264 0 4001 | 2686 | 1466 | 3212 | 2952 | 1258 | 4353 | 4066 | 1272 | 921 0 [1069]| 875 0 1860 0 807 | 420 | 1072 0 330 | 899 | 868 0 0 [3074 0 0 0 0 0 0 0 0 467 | 824 0 0
sT32 pétreux p2 9689 | 8348 | 3256 0 2700 | 4721 | 2390 | 1720 | 1492 | 3377 | 4194 [10435] 2539 [ 2035 | 619 | 810 | 953 703 | 5886 0 0 161 | 510 [ 1847 | 0 0 934 0 2827 | 3178 1636 0 168 0 893 | 0 396 0 0 0 508 0
ST72 pétreux p3 9614 | 7295 | 1762 | 1928 | 5360 0 2020 0 1249 0 3499 | 5330 | 1444 | 1141 | 633 | 615 | 357 0 612 0 472 | 0 0 872 0 0 226 0 2380 | © 450 444 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ST72 pétreux p2 6124 | 7573 | 1868 | 2581 | 3983 0 4485 0 592 0 3559 | 5631 | 156 634 | 346 | 928 | 1068 | 1086 0 1817 0 407 | 680 0 240 0 43 0 723 | 642 0 0 926 0 0 0 0 0 744 0 0 0
indX pétreux pl | 29288 0 7503 | 5108 | 9586 | 5804 | 4655 | 2252 | 4102 | 3512 [29019| 0 795 | 1816 | 3399 | 0© 2515 0 3503 0 1441 0 581 0 [1026] 515 0 431 | 4123 [6106 734 444 0 0 0 0 124 0 133 0 0 0
indX pétreux p2 |18492 0 10369 9188 | 20120 | 15504 | 5268 | 1468 | 9913 | 6584 |25935| 0O 3974 | 1371 0 [4302] 4822 0 1358 | 584 882 0 741 | 707 0 | 281 | 1263 | 586 | 1719 |1938 340 1448 682 | 494 | 404 | 0O 0 0 511 0 0 0
Adulte n°1 pétreux 28793 | 8983 [16076| 20742 | 29482 | 30215 | 23986 | 19936 | 25244 | 26158 | 28722 | 29437 | 16177 | 16047 | 12335 | 9224 | 13904 | 10191 | 16681 | 23011 [ 8957 [5734[13854| 0 |2760 2878 | 5972 0 29409] o0 4611 4739 | 1515| 614 [1621[894| 1244 | 765 | 2632 | 2321 | 240 | 200
Enf n°2 pétreux 13489 0 7936 | 4876 | 8748 | 6623 | 1225 | 4297 | 3967 0 3699 | 1205 | 2503 | 2828 | 1239 | 621 | 467 1811 | 1608 | 4450 | 671 |1130| 1216 | 888 | 449 0 0 452 | 1745 [1655 311 0 360 0 0 0 128 0 0 0 0 0
Adulte n°3 pétreux 30121 | 29267 ] 120 129 | 2244 | 1521 [ 1272 | 115 | 5006 | 3699 [29415]29824] 0 0 658 | 502 0 0 31024 | 30485 | 249 | 228 | 413 0 0 0 147 147 |29575[ 0 0 0 54 34 | 126 [168] 0 0 195 | 172 0 0

Annexe 2 : Intensités RFU obtenues pour chaque marqueur STRa lorsque le substrat utilisé est un os pétreux.
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