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1.INTRODUCTION
1.1 La Cémentogénése

Le cément est un tissu conjonctif calcifié¢ qui entoure la dentine radiculaire, il fait partie

des trois tissus minéralisés de I'organe dentaire (Illustration 1). Il appartient cependant

enamel
’,\w/
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/ dentin \

pulp

ginga /

acellular

cementum
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bone \
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a
cellular
/W} cementum

(CIFC)
Hllustration 1: Schéma d'une dent et de
son systeme d'attache. PDL = ligament
parodontal. En vert le cément cellulaire a
fibres intrinseques (CIFC) et en orange
le cément acellulaire a fibres
extrinseques (AEFC). Source : Foster
2012

alveolar

au parodonte car il forme un site d'attachement pour les fibres du ligament parodontal
qui fixent la dent a l'os alvéolaire. Ces fibres de collagéne sont classées en deux
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groupes, les fibres de Sharpey ou extrinseéques et les fibres intrinséques qui sont propres
au cément. Les fibres intrinséques sont paralleles a la surface du cément et
perpendiculaires aux fibres extrinséques. Le cément est composé a 65 % de calcium et
de phosphate, principalement sous forme d'hydroxyapatite, 23 % de substances
organiques, surtout collagéne et 12% d'eau. Il est moins minéralisé que I'émail ou la
dentine mais possede le taux de minéralisation que l'os. Le cément se classe
grossierement en deux catégories, le cément acellulaire (primaire) qui fournit 1'attache
de la dent au ligament et le cément cellulaire (secondaire) qui subit des remodelages
permanents permettant de s'adapter aux mouvements physiologiques de la dent. Les
différentes couches s'apposent avant, pendant et apres 1'éruption de la dent sur l'arcade

dentaire tout au long de la vie,(Bosshardt et Schroeder 1996; Auriol et al. 2008).
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Hllustration 2: (4) Coupe transversale d'une
molaire avec des exemples de (B) CMSC, (C)
AEFC, (D) CIFC. Source : Naji 2014

Il existe également le cément secondaire cellulaire a fibres intrinséques et a fibres
mixtes, le cément acellulaire afribrillaire, le cément intermédiaire et le cément stratifié
mixte ( [llustration 2) (Yamamoto et al. 2016). Succinctement, le cément acellulaire a
fibre extrinséque (AEFC) se trouve principalement dans la moitié supérieure de la
racine, mais il peut s’étendre plus loin apicalement. La partie apicale des racines et la
furcation des pluriradiculées sont enduites par le cément cellulaire stratifié mixte

(CMSC), qui se compose d’une alternance de couches d'AEFC et de cément cellulaire a
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fibre intrinséque (CIFC) ou de cément acellulaire a fibre intrinseque (AIFC) (Yamamoto

et al. 2016).

1.1.1 La formation du Cément cellulaire

Le cément cellulaire apparait lorsque la dent devient fonctionnelle. Il se forme plus
rapidement et est moins minéralisé que le cément primaire. Il se retrouve au tiers apical
des molaires et des prémolaires. Parallélement a la surface de la racine se trouve une
matrice organique, formée de protéines non collagéne et de fibrilles de collagéne. Les
cémentoblastes se trouvant étalés sur cette matrice vont minéraliser cette surface en
sécrétant des vésicules matricielles. Cette minéralisation se produit grace aux cristaux
d'apatite qui se forment dans ces vésicules. Avant la minéralisation, cette substance
intermédiaire est appelée « cémentoide » a l'instar de la substance ostéoide dans I'os.
Les cémentoblastes se transforment en cémentocytes lorsqu'ils se retrouvent
emprisonnés dans des lacunes créées par leurs propres sécrétions lors de la
minéralisation, d'ou le nom de cément cellulaire. Il continue de se déposer en englobant
les fibres de Sharpey et en les minéralisant de manicre partielle. Ce phénomene semble
dépendre des ajustements du ligament parodontal, comme une réponse (Bosshardt and
Schroeder 1996; Auriol et al. 2008; Yamamoto et al. 2016). Le cément cellulaire est
subdivisé¢ en cément cellulaire a fibres intrinséques dont le mécanisme cellulaire est
proche de celui des cellules osseuses (Cool et al. 2002) et qui commence avant
l'organisation du ligament parodontal, et en cément cellulaire a fibres mixtes riche en

cémentocytes, qui commence apres organisation du ligament parodontal. Il ne semble
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pas avoir de role essentiel dans I'attache de la dent, il fait en effet souvent défaut aux

dents monoradiculées (Schroeder 1992; Schroeder 1993).

1.1.2 Laformation du Cément acellulaire

C'est le type cément qui va nous intéresser dans cette étude, car sa formation est lente,
homogene et continue. Il commence dés que les fibroblastes du sac folliculaire
provenant de la fragmentation de la créte épithéliale de Hertwig atteignent la surface
radiculaire. Ces fibroblastes deviennent de grandes cellules richement pourvues
d'organites impliqués dans la sécrétion protéique : les cémentoblastes. La surface
radiculaire est alors recouverte d'une couche hyaline encore non minéralisée. Les
cémentoblastes, via leurs prolongements cytoplasmiques, y déposent des fibres
collagénes de fagon perpendiculaire a cette surface radiculaire (Bosshardt 2005). En
répétant cette opération, les fibres de collageénes vont épaissir et allonger le cément
acellulaire en formant des trousseaux fibreux. Elles sécrétent également des protéines
analogues a celles du tissu osseux (en particulier des sialoproteines, ostéocalcines). Les
cémentoblastes qui ont sécrété ce type de cément restent a sa périphérie, d'ou le nom de
cément acellulaire. Ce cément se retrouvera sur les deux tiers coronaires de la racine.

(Bosshardt and Schroeder 1996; Auriol et al. 2008).

La premiére couche de cément acellulaire consiste en un regroupement de fibres de
collagéne non calcifiées. Elles se calcifient par la suite par des cristaux d'hydroxapatite,
en changeant d'orientation, ce qui serait a l'origine d'effets d'optiques d'alternances,

visibles au microscope (Auriol et al. 2008).
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Le cément acellulaire a fibres intrinséques se forme avant la différenciation du ligament
parodontal. Du collet au tiers supérieur de la racine, les cémentoblastes synthétisent la
substance fondamentale et les fibres de collagéne sur 15 a 20 pm d'épaisseur. Une fois
cette épaisseur atteinte, les connexions entre fibres du ligament parodontal et frange

fibreuse du cément ont lieu (Yamamoto et al. 2016).

Le cément acellulaire a fibres extrinséques se produit apres le cément acellulaire a fibres
intrinseques. Il se situe du collet aux deux tiers coronaires sur les pluri-radiculées et sur
toute la hauteur de la dent sur les monoradiculées, d'une épaisseur de 50 pum a 200 um

du collet a l'apex (Bosshardt and Schroeder 1996; Auriol et al. 2008)

1.1.3 Origine des cellules créatrices du cément
acellulaire a fibre extrinséque (AEFC)

L’AEFC est formé par une classe particuliere de cellules qui ressemblent a des
fibroblastes (Bosshardt and Schroeder 1996). Cependant les cellules progénitrices de
I'AEFC et les fibroblastes n'ont pas la méme origine. Il n'a jamais été démontré
d'interactions épithelio-mésenchymateuses réciproques entre les cellules cémento-
progénitrices et la gaine de Hertwig. Cette interaction est cependant retrouvée entre
odontoblastes et cellules de la gaine de Hertwig pendant la formation de la racine. Par
ailleurs, 1’origine précise des cémentoblastes et le réle des couches cellulaires internes
et externes de la gaine de Hertwig dans l'initiation de la cémentogénése restent encore
un mystére (Bosshardt and Schroeder 1996; Bosshardt 2005; Auriol et al. 2008 ;

Yamamoto et al. 2016).
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Le sac folliculaire et le mésenchyme péri-folliculaire sont d’origine mésenchymateuse,
donc dérivés de la créte neurale. La grande majorité des recherches indique que les
cellules du sac folliculaire donnent naissance a des cémentoblastes et probablement
aussi a une partie des fibroblastes du ligament parodontal. Le ligament parodontal est
porteur de cellules souches qui peuvent se différencier en cémentoblastes, ostéoblastes
ou fibroblastes (Bosshardt 2005). Chez I’homme, la formation de I'AEFC est
caractérisée par un développement continu. Il n'existe pas de preuves qui indiqueraient
un comportement migratoire des cellules du sac folliculaire vers la surface dentinaire.
Chez le rat, une fenestration de la gaine de Hertwig permet aux pré-cémentoblastes de
rentrer en contact avec la matrice dentinaire, ce phénomene n'a jamais été observé chez
I'Homme. Les cellules folliculaires migratoires, chez le rongeur, pourraient n'intervenir
que dans l'attachement des fibres parodontales a la racine et non dans la formation du
cément en soi (Bosshardt and Schroeder 1996). Des difficultés sont rencontrées avec le
modele du rongeur. En effet les séquences de différenciation des cémentoblastes, la
formation du cément pré-fonctionnel et l'attachement des fibres desmodontales se
produisent en méme temps; ils sont donc difficilement distinguables (Bosshardt and

Schroeder 1996).

Malgré les nombreux efforts pour les comprendre, le cément et sa formation restent tres
mystérieux : « Despite all the progress on understanding cementum, additional
fundamental questions remain, including on the origin of cementoblasts, the factors
directing cementum formation, potential functions for cementocytes and prospects for

directing cementum regeneration » (Foster 2017).
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1.2 Au cceur du cément acellulaire
1.21 La composition du cément acellulaire

Les recherches pour la composition des tissus comme le cément se font par
immunohistochimie. La matrice du cément est composée d'eau, de minéraux, de
collagene et de macromolécules non collagéniques. Elle sert également de réservoir
pour les facteurs de croissance et les cytokines (Zeichner-David 2006). Grace a des
analyses biochimiques, la composition de ’AEFC est connue. Comme pour I’0os ou la
dentine, environ 60-65% de 'AEFC est inorganique et consiste en des nano-particules
minérales comme les cristaux d'hydroxyapatite, et a moindre échelle, des phosphates de
calcium amorphes. La matrice organique restante est principalement composée de

collagene de type 1 (Saygin, Giannobile, and Somerman 2000; Colard et al. 2016).

L’expression des protéines collagéniques qui stimulent la migration cellulaire, la
prolifération, la synthése des protéines et la minéralisation au cours de la formation des
racines a été rapportée par plusieurs chercheurs. Des protéines multifonctionnelles telles
que la fibronectine et la laminine sont présentes dans les premiers stades du
développement de la racine (Zeichner-David 2006). Elles auraient des rdles de
chimiotactisme et d'adhésion. D'autres protéines comme 1'ostéopontine, 1'ostéonectine,
la tenascine, les sialoprotéines osseuses, des protéines de la matrice-émail ont
¢galement ¢été signalées dans le cément. En particulier, les sialoproteines et
l'ostéopontine se trouvent dans la jonction cémento-dentinaire. Ces derniéres sont les
protéines non collagéniques les plus importantes du cément (Zeichner-David 2006;
Auriol 2008), elles se trouvent principalement dans les espaces inter-fibrillaires. Elles

sont donc en plus grande quantité dans ' AEFC de part la largeur plus importante de ses
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espaces inter-fibrillaires a l'intérieur de sa matrice (Bosshardt 2005). Les cémentoblastes
synthétisent et sécrétent également plusieurs glycosaminoglycanes : chondroitine 4-
sulfate, chondroitine-6-sulfate, dermatane sulfate et chondroitine non sulfatée
(Yamamoto et al. 2004). Les odontoblastes, les ostéoblastes et les cémentoblastes
expriment plusieurs protéines de la matrice cémentaire, comme 1’ostéopontine (OPN),
les sialoprotéines osseuses (BSP), 1'ostéonectine, 'ostéocalcine ou la protéine-matrice
dentine 1 (DMP-1) (Zeichner-David 2006). La présence de |’ostéocalcine reste
controversée car elle n'a pas été retrouvée a chaque fois dans le méme type de cément.
Certains l'ont trouvée dans le cément cellulaire a fibres intrinséques (Bronckers et al.
1994; Kagayama et al. 1997), d'autres dans le cément acellulaire a fibres extrinseques

(Tenorio, Cruchley, and Hughes 1993; Kagayama et al. 1997).

1.2.1.1 Des composants spécifiques au cément ?

Plusieurs protéines ont été évoquées comme spécifiques au cément, par exemple CEM-
1. Cependant rien n'est prouvé car la caractérisation et I’expression unique par les
cémentoblastes de ces protéines n’ont pas été déterminées (Zeichner-David 2006). Pour
étudier la cémentogénese, 1l faudrait trouver des biomarqueurs spécifiques des cellules
cémentoblastiques. Deux protéines ont été identifiées et pourraient servir de

biomarqueurs spécifiques : GLUT-1 et CP 23 ou CAP (Zeichner-David 2006).

Le transporteur GLUT-1 est produit en grande quantité par les cémentoblastes et les

cémentocytes, a l'inverse des cellules ostéoblastiques qui n'en produisent pas. Il pourrait

20



donc étre utilisé pour différencier les lignées cémentoblastiques et ostéoblastiques

(Zeichner-David 2006).

La protéine CP 23 a été isolée et semble prometteuse (Alvarez-Pérez et al. 2006). En
effet, elle est exprimée in vitro par 98% des cémentoblastes et 15% des cellules du
ligament parodontal in vitro. Bien que sa fonction est inconnue, elle pourrait étre
utilisée comme marqueur des cémentoblastes. La protéine de CP-23 est également

exprimée par les cellules de la gaine de Hertwig (Alvarez-Pérez et al. 2006).

La CAP est une cellule collagénique qui sert dans I'attachement des cellules du
mésenchyme a la matrice extracellulaire (K. Handa et al. 2002). Elle n'est retrouvée que
dans le cément (K. Handa et al. 2002). Un mod¢le prometteur pour étudier la
cémentogénese, notamment sur des follicules dentaires bovins, pourrait utiliser CAP

comme biomarqueur pour la cémentogénese (K. Handa et al. 2002).

Actuellement les protéines OPN et surtout BSP, bien que non spécifiques au cément,

sont les biomarqueurs les plus utilisés pour ¢tudier la cémentogénese (Ao et al. 2017).

1.3 Le réle central des pyrophosphates dans la régulation
du cément.

1.3.1 Le mécanisme

L’homéostasie du phosphate inorganique (Pi) et des pyrophosphates (PPi) est essentielle
au développement et a la maintenance des tissus durs de la cavité orale et du squelette

en général (Foster et al. 2008).

La minéralisation des tissus durs se fait par le dépdt d’hydroxyapatite (HAP). Le PPi est

connu pour étre un inhibiteur de la précipitation de HAP (Fleisch and Bisaz 1962;
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Fleisch, Russell, and Straumann 1966). Le PPi étant composé lui-méme de Pi et de

calcium ionique, il joue donc un role de régulateur central dans la minéralisation.

1.3.2 Les liens entre Pyrophosphates et les autres
régulateurs.

Les PPi semblent jouer un réle central dans la cémentogénése avec d’autres intervenants
dont principalement les protéines qui sont au coeur de la minéralisation du squelette et

des dents (Ao et al. 2017).

Cette famille de protéines appelée SIBLING (Small Integrin-Binding Ligand N-linked
Glycoprotein)  se compose principalement de la sialoprotéine osseuse (BSP),
I’ostéopontine (OPN) et d’autres protéines comme DMP1 (Dentin Matrix Protein-1),
DSP (Dentin Sialoprotein), DPP (Dentinephosphoprotein), MEPE (Matrix Extracellular

Phosphoprotein) et ENAM (Enamelin) (Fisher et al. 2001; Fisher and Fedarko 2003).

OPN semble jouer un role important dans la minéralisation du cément. Il inhibe la
cristallisation du calcium via ses métabolites phosphorylés (Wang et al. 2008) et la
précipitation des PPi en régulant indirectement I’expression de certains geénes associés
aux PPi comme ANK, ENPP1 et TNAP (Ao et al. 2017). TNAP par exemple,
déphosphoryle OPN et donc abaisse son pouvoir inhibiteur (Narisawa, Yadav, and

Millan 2013).

BSP est la protéine la plus étudiée a ce jour. Plusieurs études ont montré sans équivoque
son importance majeure dans la minéralisation des tissus durs. C’est une
phosphoprotéine acide avec des propriétés de nucléation de 'HAP, de fixation aux

cellules et liaison avec le collagéne. Les modeles in vivo dans lesquels BSP a été retiré
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du génome (BSP null) montrent une déficience des tissus minéralisés et notamment du
cément acellulaire (Soenjaya et al. 2015). Ceci marque un point important car le
manque de cément acellulaire conduit inévitablement a une déficience de 1’attache
parondontale engendrant potentiellement une cascade de malformations ou de déficits
généraux dus a I'inefficacité de la mastication. Ao (Ao et al. 2017), renforce encore
I’idée d’une implication de BSP dans la régulation des génes associés au PPi. Ses
résultats supposent que BSP et PPi dirigent ensemble la cémentogénése mais que PPi

n’est pas le chef d’orchestre.

Le role des protéines ENAM (Gullard et al. 2016), DPP et DSP (Chen et al. 2016) dans
la minéralisation des tissus durs et la croissance dentocraniofaciale a été étudié in vitro.
Elles semblent avoir un rdle dans la régulation de la minéralisation du squelette. Leur
impact précis sur la cémentogénéese est pour le moment encore inconnu mais fait 1’objet

de recherches a venir.

Ces découvertes récentes ouvrent la voie a la compréhension de la cémentogenese. Au
vu des résultats encourageants sur les modeles in vivo et des technologies nouvelles, nul
doute que les chercheurs vont accentuer leurs efforts futurs vers les liens entre Pi, PPi,

protéines SIBLING et les roles de BSP/OPN dans la cémentogénese.
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1.3.3 Le cément acellulaire a fibres extrinséques
comme choix pour la recherche.

1.3.3.1 La justification par I'archéozoologie.

Les archéozoologistes sont les premiers a s'étre intéressés au cément comme vecteur
d'informations sur les sujets étudiés. Le cément subit un cycle annuel d'évolution mais
est soumis a des variations de vitesse de croissance a l'instar du tissu osseux. Cette
évolution est marquée par une apposition de bandes cémentaires ( Illustration 3) a
croissance rapide ou « zones » et lente ou « annuli » en alternance (Rendu 2007). Cette
alternance donne un enregistrement saisonnier et est reconnue comme valable par la

communauté scientifique.

Hllustration 3: Lignes incrémentales du cément visibles sur coupe
transversale de cément dentaire humain au microscope a lumiére polarisée
avec un grossissement x20. Les fleches blanches indiquent les lignes
incrémentales opaques et les fleches noires les lignes incrémentales
translucides. La fleche rouge indique la limite de coupe de la racine.

Source : Ralston Claira, USA ;



La constitution et la structure du cément vont étre modifiées par des changements dans
la vitesse de formation des dépdts cémentaires. Le cément dentaire est formé par la
minéralisation des fibres desmodontales pendant la durée de la vie. Cette formation se
déroule a un rythme périodique conduisant a des altérations dans 1’orientation des
cristaux minéraux qui peuvent étre vues comme [’alternance de couches sombres et
claires respectives, en images microscopiques, de cément acellulaire a fibres
extrinséques. La régularit¢ de la périodicit¢é comme un rythme circannuel est bien

documentée (Rendu 2007).

C'est le cément acellulaire qui a été choisi par les scientifiques comme gold standard
pour les études. En effet Lieberman (Lieberman and Meadow 1992; Lieberman 1993),
en particulier, suggere que le cément acellulaire posséde une fonction de maintenance et
de croissance pour garder la dent dans l'alvéole tandis que les dépdts de cément
cellulaire semblent ponctués de phases de repos des cémentocytes, ces derniers
pourraient étre déclenchés par des facteurs non saisonniers. En conclusion, chez le
mammifere, le cément acellulaire est plus sujet aux changements saisonniers de
diététique et a la condition physique en général (Lieberman 1993). Une part importante
des ¢études ont été conduites sur les animaux, néanmoins elles ont poussé la

cémentochronologie chez 'homme a suivre les mémes indications.

1.3.3.2 L'alternance des bandes, un phénomeéne encore incompris

Le phénomene d'alternance des bandes est aujourd'hui validé mais les causes restent a
ce jour non ¢lucidées. La méconnaissance de la cémentogénese et l'ignorance du
déterminisme génétique et environnemental sont ici les deux principaux freins a la

compréhension de ce phénomene. De nombreux auteurs ont débattu pour mettre a jour

25



une pléiade de phénoménes impactant l'alternance des bandes. Des études sur les
mammifeéres montrent que des facteurs exogeénes (variations du cycle circadien,
pluviométrie, température etc.), des facteurs endogeénes (cycles hormonaux et
reproductifs) en passant par les facteurs biomécaniques intrinseéques a l'appareil
manducateur ont tous leur importance. (Grue and Jensen 1979; Burke and Castanet

1995; Cool et al. 2002; Rendu 2007).

1.3.3.3 La microstructure du cément est-elle responsable de
l'alternance ?

Pour connaitre la raison de I'apparence des couches de cément, Cool (Cool et al. 2002) a
réalisé une analyse microscopique de la microstructure du cément. Contre toute attente
ce n'est pas le plan de coupe qui est responsable de la biréfringence du cément mais la
phase minérale. Ceci a été confirmé par analyse au microscope a balayage ¢électronique.
Ce dernier n'a également montré aucun changement dans les densités de calcium,
phosphate ou soufre dans la largeur du cément. En effet, si les couches du cément sont
causées par les fluctuations d'apposition de la matrice et comme la minéralisation se
poursuit & un taux uniforme, des variations logiques dans les proportions de soufre
auraient du étre attendues. Cependant, soufre, calcium et phosphate ont été retrouvés
avec une répartition homogene dans I’ensemble du cément, suggérant ainsi que les
couches de croissance contrastées du cément sont probablement causées par des
différences structurelles. Dés lors, il est possible de dire que 1’orientation et/ou la taille

des cristaux semblent responsables de 1’apparition de couches de cément (Cool et al.

2002).
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De plus, 1'observation des fibres de collageéne dans le cément a montré que 1'orientation
du collagéne n’a pas changé entre les couches adjacentes dans le cément. Cette
observation sert a renforcer I’argument selon lequel les cristaux minéraux sont

responsables des couches observées dans le cément.

Dans le tissu osseux, il a été¢ observé des divergences entre les lamelles sombres et
claires en ce qui concerne les orientations des faisceaux de collagéne et de cristaux

d’apatite (Ascenzi et al. 2003).

Colard (Colard et al. 2016) indique, lui, que 1’alternance des bandes pourrait étre « en
partie liée a la composition minérale/organique, avec un rapport minéral/organique

plus élevé dans les lignes sombres par rapport aux lignes brillantes. »

Dans les derni¢res publications utilisant le synchrotron pour étudier le cément
acellulaire de différents mammiféres dont I’Homme, des résultats intéressants
concernant le calcium, le phosphore, le strontium et le zinc sont ressortis. Le calcium,
le phosphore et le zinc atteignent des pics de valeur qui correspondent a l'intensité de
diffraction de 1'hydroxyapatite carbonatée observée en microscopie optique. Ces
résultats suggerent donc que 1’alternance des bandes serait liée aux changements de
teneurs en calcium, phosphore ou zinc, c’est a dire a la composition intrinséque de
I’hydroxyapatite carbonatée et non de différences dans 1’orientation des fibres

collagénes (Naji et al. 2017).

Le cément est le tissu minéralisé qui retient le plus le zinc. Ce dernier se retrouve en
plus grande concentration pendant les phases actives de minéralisation du cément

(Stock et al. 2017; Dean et al. 2018). Ceci pourrait s’expliquer par le fait que le zinc
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réduit la solubilité de I’hydroxyapatite. Naturellement présent pour répondre aux stress
imposés par le remodelage permanent du systéme d’attache de la dent, le cément se doit

de résister a la résorption dictée par les ostéoclastes (Dean et al. 2018).
1.4 La TCA chez 'Homme, son utilité et ses limites.

La cémentochronologie ou méthode TCA ( Illustration 4) est une méthode de comptage
qui permet d’estimer 1'dge au déces d'un individu. Comme décrit plus haut, elle est
basée sur le cément acellulaire, et congue a 1'origine pour regrouper des informations sur
des populations animales anciennes quand les phénomeénes taphonomiques rendent trés
difficiles les observations. Les anthropologistes 1'ont introduite au début des années 80
par Stott et al. (1982). Elle n'a cessé d'évoluer autour de débats sur sa mise en ceuvre et
autour de sa justification scientifique. Aujourd’hui la méthode est standardisée avec le
protocole certifi¢ ISO-9001 (Colard et al., 2015). Plusieurs études contradictoires ont
¢té publiées sur la TCA. La précision dans l'estimation de 1'age au déces varie d'un
auteur a l'autre et les techniques utilisées sont souvent différentes. En premier lieu, la
TCA ne permet pas d'identifier formellement un individu (Wittwer-Backofen, Gampe,
and Vaupel 2004). La TCA n'est également pas la seule méthode pour estimer I'dge au
déces, elle n'est apparue qu'apres les méthodes dites « classiques » comme l'usure des

facettes articulaires par exemple (Wittwer-Backofen, Gampe, and Vaupel 2004).
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lllustration 4. Représentation schématique de la procédure. Du matériel
archéologique a l'image au microscope.

Source : Colard 2015

Aujourd'hui elle est reconnue comme une méthode efficace en paléoanthropologie (Naji
et al. 2014; Colard et al. 2015), 1a ou les méthodes classiques sont freinées par les
phénomenes taphonomiques et/ou en cas de pathologie osseuse décelée par le
paléoanthropologue (Bertrand et al. 2016). Ceci s'explique simplement car les dents sont
moins exposées que le reste du corps et restent protégées de I’extérieur par leurs cryptes
osseuses (Meinl et al. 2008). Dans les cas ou les squelettes sont tres fragmentés, elle est
méme la seule technique de choix (Jankauskas, Barakauskas, and Bojarun 2001).
Cependant dans les cas ou le matériel anthropologique reste bien conservé, les
techniques anatomiques et la TCA ont des résultats comparables (Gauthier and

Schutkowski 2013).

Ainsi TCA et méthodes traditionnelles devraient étre utilisées en concomitance dés que

possible (Colard et al. 2015).
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Les différents facteurs pouvant impacter les résultats tels que le sexe, les maladies
parodontales ou le type de dent ont ét¢ des sujets de controverse (Wittwer-Backofen,
Gampe, and Vaupel 2004; Dias, Beaini, and Melani 2010). Il a été relayé que le sexe et
les maladies parodontales n'influencent pas les résultats de la TCA (Aggarwal, Saxena,
and Bansal 2008). La non-ingérence de ces différents aspects a poussé les auteurs a voir
la TCA comme une méthode valable pour apprécier l'estimation de I'dge au déces et a
pouvoir appliquer cette méthode a une population générale (Aggarwal, Saxena, and
Bansal 2008). Une autre étude relate au contraire que l'estimation de 1'age au déces dans
un contexte exempt de maladie parodontale donne une précision de I'dge de +/- 1,6 ans
mais donne une précision de +/- 22,6 ans dans le cas d'une maladie parodontale (Dias,
Beaini, and Melani 2010). Au final, Bertrand (Bertrand et al. 2016) ne conseille pas la

TCA dans les cas de maladies parodontales chroniques et/ou séveres.

Pour notre étude, des images en microscopie a lumicre transmise utilisées pour la TCA,

servent de bases référentielles.
1.5 Le métabolisme phosphocalcique.
1.5.1 Généralités.

Calcium (Ca) et Phosphate (P) interviennent a différents niveaux du corps humain et
notamment dans la minéralisation osseuse. Plus de 99 % du Ca et environ 85 % du P se
trouvent dans les cristaux d’hydroxyapatite formant les tissus durs. Ils représentent
respectivement 1,43 % et 0,79 % du poids total d’'un homme de 70kg. Ces masses

mettent en exergue leurs importances majeures dans le métabolisme. Le phosphate sera
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retrouvé dans le plasma sous une forme dite inorganique alors que le calcium présente

différentes formes (calcium ionisé, calcium li€¢ aux protéines ou li¢ a I’albumine).

Le produit phosphocalcique (phosphatémie multipliée par la calcémie) est un parametre
important en médecine. En effet, une augmentation du produit peut engendrer des
calcifications extraosseuses, et a contrario, une diminution provoquerait une altération

de la minéralisation (Courbebaisse and Souberbielle 2011).
1.5.2 Régulation

Pour le calcium, seul le calcium ionisé est régulé et ce dans une fourchette de valeurs
tres étroite. La balance calcique est calculée grace a la différence entre entrée et sortie
de calcium dans le liquide extra-cellulaire. Elle varie sous les influences de trois organes

que sont 1’0s, le rein et I’intestin.

Le mécanisme est complexe ( Illustration 5) et se régule autour de trois systémes

résumés comme suivant (Courbebaisse and Souberbielle 2011) :
* Un systéme régulé comprenant la balance calcique et représenté par le calcium
ionisé.
* Un systeme de stockage : le squelette est un réservoir ou 1’organisme vient

puiser le calcium dont il a besoin.

* Un systéme régulateur sous I’action des hormones calciotropes (parathormone et
1-25 dihydroxyvitamine Ds ou calcitriol). A la surface des reins et des glandes
parathyroidiennes, des récepteurs sensibles au calcium détectent les variations de

calcium ionisé et engendrent sa régulation via les hormones calciotropes.
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Le phosphatémie est également régulée, presque exclusivement par le rein, dans une
fourchette de valeurs plus large. Le mécanisme de régulation n’est pas réellement connu

a ce jour (Courbebaisse et al. 2011).

Diminution de la calcémie ionisée
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Hllustration 5: Schéma de la régulation du métabolisme
phosphocalcique par les hormones calciotropes (PTH =
parathorme). Source : Courbebaisse 2011

1.5.3 Les maladies impactant le métabolisme
phosphocalcique.

Un grand nombre de maladies impacte ou est impacté par une modification anormale du

métabolisme phosphocalcique. La formation d’hydroxyapatite étant directement en lien
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avec le calcium et le phosphate, toute perturbation de ce métabolisme encore méconnue

pourrait impacter la formation des tissus minéralisés donc du cément dentaire.
Les différentes pathologies ou états pathologiques sont listés ci dessous :

* Ostéoporose (Drake et al. 2015)

* Fractures osseuses (Dhiman et al. 2018)

* (Carence en vitamine D et rachitisme dans I’enfance (rachitisme vitamino-

résistant, ostéomalacie) (Doppelt 1984; Ward et al. 2007)
* Carence en fer, anémie, malnutrition (Zhao et al. 2014)
* Maladie de Paget (Langston and Ralston 2004)
* Dysplasie fibreuse (Imel and Econs 2007)

* Hyperparathyroidie primaire, insuffisance rénale chronique associée a une
hyperparathyroidie secondaire, hyperparathyroidie tertiaire (Courbebaisse and

Souberbielle 2011).
* calcémies malignes et paranéoplasiques

1.6 Grossesse, allaitement et métabolisme
phosphocalcique.

Pouvoir retracer les événements majeurs, pathologiques ou physiologiques, d’un
individu, en analysant ses tissus durs, est un objectif majeur des paléoanthropologues.
Le cément, de par sa nature et sa physiologie, est un tissu dur qui pourrait contenir

beaucoup d’informations sur la vie d’une personne.
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La reproduction, processus constitutif intrinseéque a toute forme de vie, fait I’objet de
recherches depuis toujours. En prenant en compte I’hypothése qu’un changement du
métabolisme phosphocalcique entrainerait une modification dans la formation des
cristaux d’hydroxyapatite, il se pourrait, dés lors, qu’une visualisation sur le cément soit

envisageable.

1.6.1 La grossesse et I'allaitement, une période de
changements.

L'homéostasie du calcium est significativement altérée pendant la grossesse et
l'allaitement. La meére s’adapte différemment pendant ces deux périodes alors que les
demandes en calcium sont similaires (Kovacs 2005). Pendant la grossesse, la part de
calcium transférée au feetus correspond a 2-3 % du calcium total de la mere (Salari and
Abdollahi 2014). Un feetus 2 moyen terme contient environ 30g de calcium, 20g de
phosphore et 0,8¢g de magnésium. Environ 80% du minéral s'accumule au cours du
troisiéme trimestre et pendant les 6 derniéres semaines de grossesse, 300 a 350mg de
calcium sont transférés par jour. Le nouveau-né a besoin de 200mg de calcium par jour
dans le lait pendant les 6 premiers mois et de 120 mg de calcium dans le lait pendant les

6 mois suivants (Kovacs 2016).

Pendant l'allaitement, 210 mg de calcium sont transférés chaque jour dans le lait
maternel (Kovacs 2017) et cette demande de calcium est satisfaite par une perte de 5 a
10% de la teneur en minéraux squelettiques pendant les 6 mois de lactation (Kovacs
2005). Cette demande peut augmenter jusqu’a 500-1200 mg en cas grossesse gémellaire

ou de triplés (Kovacs 2017).

34



Automatiquement, les mécanismes de régulation se mettent en place. La réserve rénale,
I’absorption intestinale, et plus important ici, la résorption osseuse sont stimulées. A tel
point que la densité minérale osseuse se voit diminuer d’environ 3 %. Cette perte est
compensée par la mise en place d’une pléiade de mécanismes et d’ajustements tels que
les changements dans la PTH, le poids corporel ou encore le taux de dihydroxyvitamine

D; (Salari and Abdollahi 2014).

La PTHrP (PTH regulated peptide) est sécrétée dans les tissus maternels et foetaux. Elle
a plusieurs actions comme augmenter la dihydroxyvitamine D3, supprimer la PTH,
contrdler le transport du calcium placentaire et protéger le squelette maternel (Salari and
Abdollahi 2014; Kovacs 2016; Kovacs 2017). Peu d’¢léments sur la régulation du
calcium pendant la grossesse sont connus. Il semble cependant clair que la PTHrP joue

un role important.

L’impact de la lactation sur le squelette n’est pas uniforme (Kovacs 2017). Le fait que
le cément soit touché par la lactation est donc une hypothése tout a fait intéressante,

néanmoins il ne serait donc pas touché de la méme facon que 1’os.
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2.MATERIELS ET METHODES

Cette étude préliminaire porte sur deux échantillons dentaires, issus de deux femmes
dont les antécédents médicaux et d’histoire de vie étaient connus. Pour chaque
échantillon, une image en microscopie a lumicre transmise et une analyse en

microspectrométrie Raman du cément acellulaire ont été effectuées.

L’objectif principal de ce travail était d’observer les relations entre des anneaux
élargis correspondant aux périodes de grossesses observées en lumiére polarisée et

les variations physico-chimiques observées sur les spectres Raman.

2.1 Préparation des échantillons

Pour réaliser les échantillons, les dents ont été incluses dans de la résine pour étre
coupées puis montées sur lames et lamelles. Le protocole utilisé était celui certifié ISO-

9001 (Colard et al., 2015).

CUTTING

-7

e

s )
SPEED ConTRo,

Illustratibn 6. Scie Isomet de Bitehler@
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L’inclusion s’est fait a I’aide de moules dans lesquels de la résine araldite 20/20 était

coulée. Le temps de polymérisation total était de 24 heures.

Hllustration 7: Coupe au tiers médian en cours
d’exécution

Les coupes ont ensuite été réalisées au niveau du tiers médian de la racine (Illustration
7) avec une scie de précision (isomet de Buehler® (Illustration 6)) pour obtenir des

coupes transerversales de 100um.

Illustration 8: Photo de la lame préparée avant son passage
au spectrometre.
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Une fois les coupes terminées, elles ont été polies puis nettoyées avec de ’alcool. Elle
¢taient ensuite collées sur une lame (Illustration 8). Une photo de la coupe au
microscope était finalement réalisée sur une zone ou les anneaux cémentaires étaient

visibles.

2.2 La spectrométrie de vibration par diffusion Raman
2.21 Principes

La microspectrométriec Raman est une spectrométrie vibrationnelle. Elle permet
d’analyser la composition d’échantillons en sondant les vibrations des molécules. Ici

I’analyse porte sur les molécules d’hydroxyapatite carbonatée et sur la trame organique

Diffusion
Ravleigh (1.0)

. 495)
frﬁj

= — Diffusion Raman

Source laser (L.0) . .
SOUTCE 15T (Al [:.-‘_U—'_"-.p'_:l

Hlustration 9: Schéma des interactions entre source laser et molécule
donnant lieu aux diffusions Raman. Source : Le Pogam 2016.
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composée essentiellement de collageéne de type 1. Elle peut donner des informations

avec une précision d’un micron sans détruire 1’échantillon.

La technique se base sur I’interaction entre la lumiére et la mati¢re. Le principe est donc
d’analyser la lumiére diffusée par un échantillon quand il est soumis a un rayonnement

monochromatique de type LASER ( Illustration 9).

Les photons incidents utilisés ici ont une énergie trés supérieure a 1’énergie de vibration.
Il y aura donc diffusion. Par analogie, la spectroscopie infrarouge utilise des photons
dont I’énergie correspond a un niveau de vibration particulier, ils seront absorbés, donc

sans diffusion. Deux types de diffusions peuvent se produire ( Illustration 10) :

* Rayleigh (=¢lastiques) si les photons incidents et diffusés sont de méme énergie

(fleche verte).

* Raman (=inélastiques) si les photons incidents et diffusés sont d’énergies

différentes, avec plus précisément :

® Un effet Stokes si le photon diffusé est d’énergie plus faible que celle du
photon incident. Le photon incident légue alors a la molécule au repos une
quantité¢ d’énergie qui correspond a la transition de 1’état vibrationnel
fondamental a I’état excité. Plus précisément, si 1’énergie vibratoire de la
molécule est augmentée apres collision avec le laser, I'énergie des photons
diffusés est alors diminuée de la méme quantité et, par conséquent, peut étre

détectée a des longueurs d'onde plus grandes (fleche rouge).

® Un effet anti-Stokes peut se produire. Dans ce cas, la molécule excitée cede

au photon incident une quantité d’énergie permettant le retour de 1’état excité
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a D’état fondamental. La molécule doit donc déja étre dans un état
vibrationnel avant la collision. Plus précisément, si 1'énergie vibratoire de la
molécule est diminuée apres la collision alors I'énergie des photons diffusés
est augmentée de la méme quantité et, par conséquent, peut étre détectée a

des longueurs d'onde plus faibles (fleche bleue).

C’est la diffusion Raman stockes qui contient I’information sur la composition et sur la

structure des molécules.
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lllustration 10: Diagrammes représentant le niveau d'énergie des diffusions
Raman et Rayleigh. NO, SO : Etats fondamentaux vibratoires et électroniques. N1,
S1: premiers états excités vibrationnels et électroniques. Lignes pointillées :
Etats virtuels. Source : www.raman.de.
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Les spectres d’un méme ¢élément se ressemblent. Un spectre d’os sera trés ressemblant a
un spectre de dent du fait de leurs compositions similaires ; cependant chaque molécule

possede un spectre propre (Penel et al. 2005).

2.2.2 Fonctionnement

L’instrument utilisé ici est un microspectrometre confocal OMARS89® ( Illustration
11) (Jobin-Yvon, France, Villeneuve d’Ascq) équipé d’un laser hélium-néon (A=632,8

nm).

Hllustration 11: microscope intégré au spectrometre et réglé avec un
zoom x100.

L'objectif x100 du microscope ( Illustration 12) permet d’avoir une taille de spot proche
du micrometre. La zone a analyser et les parametres du Raman sont prédéfinis dans le

logiciel LabSpec.
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Deux modes sont disponibles. Le mode ponctuel permet de choisir un endroit précis
manuellement. Le mode « imagerie Raman » permet de sélectionner une zone délimitée.
L’échantillon est fixé avec un point de cire pour éviter tout mouvement pendant

I’analyse. Un faisceau LASER d’une longueur d’onde de 632 nm est guidé jusqu’a

Hllustration 12: hoto du microspectrométre confocal
OMARS8I®

I’échantillon par un dispositif optique. L’échantillon diffuse ensuite la lumiére. Un filtre
Notch filtre les diffusions Rayleigh et seules les diffusions Raman stockes sont gardées.
Ces derniéres sont ensuite décomposées en longueur d’onde individuelles via un Réseau
(fonctionnant comme un prisme) pour étre enregistrées sur le capteur CDD. Le réseau
permet d’avoir un domaine spectral d’analyse allant de 800 cm™ & 1700 cm™, avec une

résolution de 2 cm™. Le détecteur CCD a une taille de 1024%256.
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Hllustration 13: Spectre typique d'un tissu minéralisé caractérisé par sept bandes principales
(960, 1046, 170, 1244, 1270, 1350 et 1669 cm™). Les 4 premiéres bandes correspondent a la
phase minérale, les 3 suivantes a la phase organique.
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Le spectre Raman est ainsi collecté et envoyé vers I’ordinateur. Grace au logiciel
LabSpec, les données sont acquises puis les spectres sont traités pour devenir lisibles en

¢liminant la fluorescence (Illustrations 13 et 14).
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Hllustration 14: Spectre de cément acellulaire.

Les analyses portent sur trois parameétres étudiés via le logiciel MatLab : le rapport
minéral/organique, le taux de carbonate ou carbonatation et la cristallinité. Ces trois
rapports de bandes sont choisis car les travaux qui ont déja été effectués dessus ont été

validés (Falgayrac et al. 2010).

* Le rapport minéral/organique s’obtient en faisant viPO4/ CH,: plus il est élevé

plus la part minérale est importante et I’image tendra vers le blanc.
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* Le taux de carbonate s’obtient en faisant viCOs/vPO4: Plus il est élevé, plus la
part du carbonate par rapport au phosphate est importante et I’image tendra vers

le blanc.

* La cristallinité est ’inverse de la largeur & mi hauteur du v,PO, (1/largeur mi
hauteur) . Il donne une idée sur I’organisation des molécules de PO, . Sur le

spectre plus la bande est fine plus les molécules sont bien organisées.
2.2.3  Technique d’analyse

Les résultats sont interprétés par trois observateurs dont deux expérimentés et un
débutant. Les observateurs ont travaillé a 1’aveugle, sans connaitre la date de

prélevement, le nombre et ages des grossesses et les antécédents médico-chirurgicaux.

Les images Raman ont été acquises sur les coupes transversales de plusieurs
¢chantillons. Deux échantillons ont été sélectionnés en fonction de la qualité de leurs
images: A3 et A9. A partir des images et du logiciel, les paramétres physico-chimiques
(PCP) ont été évalués et leurs distributions spatiales reconstruites. Pour chaque
¢chantillon une image en lumicre transmise d’une coupe de cément correspondant est

analysée. Seules ces dernieres ont €t¢€ interprétées par les trois observateurs.
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3. RESULTATS

3.1 Echantillon A3

Echantillon A3

Mineral / Organique Carbonatation Crystallinité
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Hllustration 15: Figures de gauche a droite : l'image optique x100 de [’échantillon ; le rapport
d'intensité minérale / organique ; la carbonatation de type B ; la cristallinité. Le cadre bleu
représente la zone étudiée par le spectrometre.

Visuellement, les variations de luminosité sur I’image en réflexion sont symétriques aux
variations visibles dans le rapport minéral/organique et aux variations de cristallinité
(IMustration 15). Une bande se distingue facilement du reste de ’image (bande 1) et une
autre est plus discrete (bande 2). La largeur du cément est de 150um pour cet
¢chantillon. Pour calculer la position des bandes sur le cément, le logiciel image] a été
utilis€. Une droite perpendiculaire aux bandes, prenant son départ au niveau de la

couche granuleuse de Tomes et arrivant a ’extrémité externe du cément a été tracée et
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ce sur chaque image (Illustrations 15 et 16); elle représente la largeur du cément.
Différentes droites prenant le méme point de départ et la méme direction mais s’arrétant
au niveau des bandes visibles sont ensuite tracées. Il en résulte un ratio en pourcentage

définissant la position de la bande sur le cément.

Bande 1 :

* Bande de 10 um allant de 40 a 50pm sur I’image en réflexion.

* En partant de la couche granuleuse de Tomes, cette bande se situe a 44% de la

largeur total du cément.

* Elle correspond a une augmentation du rapport minéral/organique allant de 45 a

SSum.

* La crystallinité et la carbonatation de type B ne donnent pas d’informations

précises sur cette bande

Bande 2 :

* Bande de 35um allant de -10 & -45um sur I’image optique.

* En partant de la couche granuleuse de Tomes, cette bande se situe entre 58 et

75 % de la largeur total du cément.

* Elle correspond a une augmentation du rapport minéral/organique allant de 90 a

115pum.

* La carbonatation de type B ne donne aucune information.
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 La crystallinit¢ croit

symétriquement 2

I’augmentation du rapport

minéral/organique.

Hllustration 16: Coupe transversale de cément

acellulaire sur l'echantillon A3, lumiere transmise,
x40.

Sur I’image en lumicre transmise (Illustration 16), les résultats pour chaque observateur

sont :

Observateur 1 (expérimenté) :

© 39 anneaux compteés.

© 3 anneaux élargis correspondant aux anneaux 8, 16 et 27.

= ils sont appelés BTA 1, BTA 2 et BTA 3!

Observateur 2 (expérimenté) :

1 : BTA pour Broad Transluscent Annulation.
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o 38 anneaux comptés

© 3 anneaux élargis correspondant aux anneaux 7/8, 16 et 27

e Observateur 3 (débutant) :

© 22 anneaux comptés dont 10 anneaux élargis
Les trois anneaux élargis visibles sont situés respectivement a 20 %, 39 % et 68 % de la
largeur du total du cément.
3.1.1 Comparaison entre BTA et Raman pour A3

En comparant I’image en lumiére transmise (Illustration 16) et ’image en réflexion
(IMustration 15) obtenue avec le microscope du spectrometre et grace au logiciel

Imagel, il est possible d’observer que :

* Labande 1 correspond a I’anneau 27. Elle est cependant plus large que I’anneau

et en englobe plusieurs.
* Labande 2 correspond au site de I’anneau 16 avec une marge d’erreur de 5%.

* [L’anneau 8 n’est visible que sur ’'image en lumiére transmise.
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3.2 Echantillon A9

flum)
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Hllustration 17: Photo de l'image optique x10 de l'échantillon A9

Sur cette image (Illustration 17), il existe deux zones d’intérét : la bande claire au milieu
du cément et la bande claire a ’extrémité externe du cément. Une image en lumicre

transmise avec un plus fort grossissement permet de compter les anneaux pour mieux se

repérer (Illustration 19).
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Hllustration 18: Photo de l'image en lumiere réfléchie de I'échantillon A9 x100 avec les résultats
obtenus au Raman superposés.

La largeur de la bande cémentaire est d’environ 140 pm. La position des bandes a été
recherchée avec la méme technique que pour I’échantillon A3 ; donc toujours en partant
de la couche granuleuse de Tomes vers le bord externe. Il est possible d’observer sur

I’image (Illustration 18) que :
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La zone centrale du cément montre une bande (bande 1) de 10 um située entre -10 et

-20.

* Elle correspond a une nette augmentation du rapport minéral/organique situé

entre 65 et 75um.
* La position de la bande se situe a 47 % de la largeur totale du cément.

* La crystallinit¢ et la carbonatation de type B ne montrent pas de variations

particulierement visibles a cet endroit.

La zone a I’extrémité externe (2 droite) montre une bande (bande 2) de 15um située

entre 50 et 65um.

* Elle correspond a une 1égeére augmentation du rapport minéral/organique entre

130 et 140pum.
* Elle se situe a 92 % de la largeur totale du cément.

* La crystallinité et la carbonatation de type B ne donnent pas d’informations

lisibles.
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Hlustration 19: Photo du cement acellulaire de A9 en lumieére transmise. x10. Les
anneaux élargis sont bien visibles sur cette coupe

L’analyse de I’image en lumiére transmise (Illustration 19) donne, pour chaque

opérateur, les résultats suivants :

*  Observateur1 :

© 48 anneaux comptés.

o 3 anneaux ¢largis que sont les anneaux 17, 27 et 41.

= ]ls sont appelés BTA 1, BTA 2 et BTA 3
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e Observateur 2 :

© 44 anneaux comptés.

o 3 anneaux ¢largis que sont 16/19 (en fonction du point de départ), 26 et 40.

e  Observateur 3 :

© 56 anneaux comptés dont 8 ¢largis.
Les trois anneaux ¢largis retenus, sont respectivement positionnés a 47 %, 66 % et
88 % de la largeur totale du cément sur I’image en lumiére transmise (19).
3.21 Comparaison entre BTA et Raman pour A9

En comparant I’image en lumiére transmise et I’image obtenue en réflexion avec le

microscope du spectrometre il est possible d’observer que :

* Les anneaux 17 et 41 correspondent précisément aux bandes ¢élargies visibles de

I’illustration 16 avec des marges d’erreur respectives de 2 et 4 %.

* L’anneau 27 ne se retrouve pas sur I’image de I’illustration 16.

3.3 Comparaison avec les données civiles et d’histoire de
vie

3.3.1 Avec le calcul des anneaux.

L’échantillon A3 est issu d’une premic¢re molaire mandibulaire droite (46) chez une
femme de 42 ans avec deux grossesses a 28 et 37 ans. L’échantillon A9 est issu d’une
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premiere prémolaire mandibulaire droite (44) chez une femme de 66 ans avec une
grossesse a 27 ans. Les ages d’éruption moyens sont ajoutés aux calculs des anneaux. Il
faut donc rajouter 6 ans pour I’échantillon A3 et 10/11 ans pour I’échantillon A9.
L apparition des anneaux ¢largis correspond a des ages présumés de la vie. Les tableaux

suivants récapitulent les donnés apres ajustage avec les ages présumés d’éruption.

* PourA3:
Observateur\Ag | Individu BTA 1 BTA2 BTA3
e présumé
1 44 ans 13 ans 21 ans 32 ans
2 43 ans 13 ou 14 ans |21 ans 32 ans
* PourA9:
Observateur\Ag | Individu BTA 1 BTA2 BTA3
e présumé
1 58 ans 27 ans 37 ans 51 ans
2 54 ans 26 a29 ans |36 ans 50 ans

3.3.2 Avec les distances.

Il est également possible d’utiliser les distances pour voir s’il existe une relation entre
BTA et age des grossesses. Cette derniére devrait étre plus précise. En effet la
comparaison des distances qui partent d’un méme point peut venir palier les difficultés
liées au comptage des anneaux. Mais ceci suppose une croissance cémentaire (taux

d’apposition du cément) homogéne dans le temps.
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La position spatiale de la BTA sur le cément, représentée par un pourcentage, est définie

en faisant le rapport suivant : (Distance entre couche granuleuse de Tomes et BTA)/

(Largeur totale du cément), est notée X.

Pour voir si I’age d’une grossesse correspond a une BTA, le calcul suivant est réalisé :

(Age au moment de ’extraction — Age présumé d’éruption)*X.

Pour A3 :

Zone

BTA 2 (= bande 1)

BTA 3 (= bande 2)

Age correspondant

16 ans

Entre 21 et 27 ans

Les BTA 2 et 3 observées sur la coupe en lumicre transmise correspondent

respectivement aux ages 16 et entre 21 et 27 ans.

Pour A9 :

Zone

BTA 1 (=bande 1)

BTA 3 (= bande 2)

Age correspondant

27 ans

51,5 ans

Les BTA 1 et 3 observées sur la coupe en lumicre transmise correspondent

respectivement aux ages 27 et 51,5 ans.
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4. DISCUSSION

Notre étude avait pour but de mettre en corrélation des données morphologiques et
chimiques du cément avec 1’age connu d’une grossesse. L’échantillon A3 provenait
d’une femme de 42 ans ayant eu 2 grossesses a 27 et 37 ans. L’analyse utilisant le
comptage des anneaux n’a donné aucune corrélation entre age des grossesses et BTA.
Cependant, 1’analyse avec les distances a permis de mettre discrétement une grossesse
en corré¢lation avec une BTA (BTA 3), celle de 27 ans. En effet, la limite supérieure de la
bande élargie visible sur I’image en réflexion correspond a 75 % de la largeur totale du
cément, supposée représenter la durée totale de la vie moins 1’age d’éruption supposé de
la dent. Sur cette méme période, une augmentation du rapport minéral/organique et une
augmentation de la cristallinité sont observées au spectrometre. La deuxiéme grossesse,
a 37 ans, n’est pas visible. Aucune BTA n’a été détectée a un niveau qui correspondrait
a 88 % de la largeur totale du cément, en partant toujours, de la couche granuleuse de
Tomes. Nous avons également observé une augmentation du rapport minéral organique
correspondant a une autre BTA (BTA 2) qui n’est pas en rapport avec une grossesse.
Enfin la premi¢re BTA (BTA 1) n’est pas visible en lumiére réfléchie et aucune

modification des paramétres calculés au spectrométre n’a été enregistrée.

L’échantillon A9, plus intéressant, provenait d’une femme de 66 ans ayant eu une
grossesse a 27 ans. Avec le calcul des anneaux, nous obtenons une estimation allant de
26 a 29 ans d'une BTA (BTA 1) pour un observateur et 27 ans pour ’autre. Ce résultat
est confirmé par 1’analyse avec les distances. La BTA 1 se trouve a 48 % de la distance
totale, soit 27 ans. Parallelement le spectrométre a enregistré une augmentation du

rapport minéral organique mais pas de la crystallinité ou de la carbonatation B.

57



La 2éme BTA visible (BTA 2) n’a montré aucune modification au spectromeétre et ne
correspond a aucun événement connu. La 3¢me BTA (BTA 3) montre, elle, une
augmentation du rapport minéral organique et ne correspond pas non plus a un

événement connu.

Une concordance précise entre année de la grossesse et progression de la

cémentogénese est notable pour cet individu. Cette concordance existe également, mais

Hlustration 20: Photo de cément acellulaire.

Les anneaux montrés par les fleches 2 et 3
correspondent a des périodes de grossesses.
Source : Kagerer et Grupe 2000

plus discrétement car sur une zone plus large, et pour une grossesse sur deux, pour

I’autre individu.
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Les résultats obtenus, surtout pour I’échantillon A9 viennent appuyer 1’hypothése
apportée par Kagerer et Grupe en 2000 (Illustration 20). Ils ont supposé¢ que des
anneaux ¢largis, appelés BTA (Broad Transluscent Annulation), étaient des marqueurs
visibles sur le cément suite a une grossesse. Dean et al, dans une ¢étude réalisée en
fluorescence X au synchrotron en 2018, ont également mis en exergue la grossesse
comme un facteur de stress a I’origine de la modification de morphologie des anneaux

cémentaires.

L’étude de la littérature montre qu’a ce jour, les BTA n’ont pas encore été définies
précisément. Dans notre étude, elles ont été choisies avec la définition suivante : « une

BTA est un annulus translucide de plus de Sum ».

Les observations faites aménent plusieurs réflexions et hypothéses. Sur le plan
morphologique, comment expliquer I’apparition d’'une BTA ? Il se pourrait qu'une BTA
soit due a une augmentation de la vitesse de minéralisation. Il se peut également que
I’anneau aie un aspect plus large du fait de perturbations du métabolisme
phosphocalcique pendant la grossesse et la lactation. Cette lactation peut se dérouler sur
environ 15 mois. Kovacs parle plus de I’effet de la lactation sur le métabolisme osseux
(Kovacs 2016; Kovacs 2017). L’absence de visualisation de la grossesse a 37 ans sur
I’échantillon A9 souleve I’hypothese que la lactation seule et la période de réajustement
qui suit (Kovacs 2017) entraineraient des perturbations assez importantes pour étre
visibles sur le cément. Si cette femme n’a pas eu une période de lactation importante
mais a préféré les laits préparés pour nourrissons, il se pourrait que la grossesse passe
inapercue. Pour les futures études, les méthodes pour alimenter le nourrisson devraient

étre une data importante a collecter.
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L’augmentation systématique du rapport organo-minéral pour les BTA observées pose
¢galement des interrogations. Pendant la grossesse, la mére transfére du calcium vers
I’enfant. La concentration en calcium augmente alors dans le sang. L’os étant en
perpétuel remodelage, il est la variable d’ajustement. Le cément lui, n’est pas en
remodelage permanent mais plutdét en croissance continue. Il se pourrait donc que
I’augmentation en calcium pendant la grossesse et la phase de lactation entrainent une
augmentation de la précipitation du calcium et du phosphate sur le cément, d’ou un
anneau plus large. Ceci pourrait également expliquer 1’apparition d’autres BTA non
corrélées a une grossesse. Sur le méme mécanisme, une fracture pourrait engendrer une
croissance rapide du cément, en formant une BTA. L’augmentation de la crystallinité
n’a été visible que sur une seule BTA, ceci traduirait une meilleure organisation des

cristaux d’hydroxyapatite, ou une augmentation de la pureté des cristaux.

Nous avons rencontré plusieurs freins au cours de 1’étude. Le premier frein est lié¢ aux
limites de la technique utilisée. Le Raman ne permet pas de réaliser d’analyses
¢lémentaires, aucune information sur le strontium ou le zinc par exemple n'est
disponible. Des analyses avec la micro sonde de Castaing, le microscope a balayage
¢lectronique ou en fluorescence X avec le Synchrotron pourraient confirmer I’hypothése

de base et donner d’autres informations importantes (Dean et al., 2018).

Un autre frein est celui du temps consacré a 1I’étude d’une coupe. Le protocole est long
et difficile. L’ajout de la lumicre transmise directement sur le Raman permettrait de
supprimer des manipulations et faciliterait ’analyse. Les observateurs doivent

¢galement avoir de I’expérience dans la TCA pour pouvoir effectuer des comptages
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avec la marge d’erreur la plus faible possible (Colard et al., 2015). De plus la définition

d’une BTA faciliterait leur repérage.

Pour aller plus loin, une autre étude sur une population plus large permettrait de
confirmer les résultats et de produire des statistiques applicables a une population. Une
étude in vivo sur des modeles animaux pourrait également permettre de voir si certains

états pathologiques, comme 1’ostéoporose, jouent un rdle dans la formation des BTA.

Notre étude poursuit également et avant tout un but anthropologique plus important que
celui du cément en soi. Cet objectif est d’ordre démographique. Aucune donnée sur la
reproduction des populations anciennes n’est possible actuellement a partir d’un
individu. Disposer d’une méthode fiable et reproductible pour connaitre le nombre
d’enfant qu’une femme a pu avoir permettrait d’ouvrir des verrous de 1’évolution

anthropologique.

5. CONCLUSION

Le cément est I'un des tissus durs du corps humain et partage avec le squelette de
nombreuses propriétés chimiques. Il sert avant tout a maintenir la dent dans son alvéole
en s’adaptant aux modifications imposées par la mastication. Ce tissu est en perpétuelle

croissance tout au long de la vie et il se décline en plusieurs sous catégories.

La cémentogénése est une partie de la science encore méconnue. Elle fait I’objet de
beaucoup d’attention aujourd’hui. En utilisant tous les moyens possibles, de la simple
observation au microscope a la fluorescence X, en passant par des techniques
immunohistochimiques, les chercheurs ne cessent de développer des modeles pour

étudier le cément.
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Les objectifs de la recherche sur la cémentogénése sont nombreux. Afin de faire face
aux pathologies menagant le parodonte, la bio-ingénierie est en premicre ligne. Pouvoir
recréer un cément cicatriciel nouveau ou un tissu cément-like permettrait d’avoir un
outil supplémentaire pour traiter la parodontite, qui est extrémement répandue dans la

population.

Le cément est également une source d’information importante pour toutes les
disciplines issues ou voisines de I’anthropologie : paléoanthropologie, archéologie,
archéozoologie etc. La compréhension et la lecture de ce tissu permettent d’établir des
bases de données importantes sur les populations anciennes, en complément des études
sur les squelettes. La dent est souvent mieux conservée que le reste du corps, elle est au

ceeur des études sur I’Homme et des autres especes animales.

La recherche sur la cémentogénese est donc inéluctablement la voie a suivre pour
répondre aux nombreuses questions posées par les différentes disciplines comme la

médecine ou I’anthropologie.

L’étude présente dans cette thése consistait a voir s’il existait une signature chimique de
la grossesse sur le cément acellulaire. Grace aux images microscopiques et a la
microspectrométrie, nous avons pu démontrer qu’il existe une corrélation entre les
anneaux ¢largis du cément acellulaire et 1’dge de la grossesse aussi bien au niveau
chimique que morphologique. Cette étude montre également qu’il existe un intérét a
approfondir la recherche dans ce sens. Enfin, elle esquisse un peu plus la possibilité de

lire rétrospectivement les éléments d’histoire de vie dans le cément.
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Thése d’exercice : Chir. Dent. : Lille 2 : Année [2018] — N°:

Relations entre grossesse et cément acellulaire : étude préliminaire/ Sofiann El Ayoubi. - p.
70 :1ll. 20 ; réf. 61.

Domaines : ANTHROPOLOGIE, HISTOLOGIE, ANATOMIE

Mots clés RAMEAU : Grossesse, Cément, Anthropologie dentaire, Spectroscopie Raman

Mots clés FMeSH : Grossesse ; Cément ; Analyse spectrale Raman

Mots-clés Clefs libres : Cément acellulaire, BTA, grossesse, lactation, TCA

Aprés avoir résumé les connaissances actuelles sur la cémentogénése, le role des pyrophosphates, le
métabolisme phosphocalcique ou encore I'intérét de la TCA en anthropologie, I’étude préliminaire présente
dans cette theése avait pour but de montrer une corrélation entre age de la grossesse et anneaux élargis
visibles sur le cément acellulaire. Dans I’étude, la préparation standardisée des échantillons et les principes
de bases de la spectrométrie vibrationnelle sont d’abord expliqués. Les échantillons provenaient de femmes
ayant eu des grossesses au cours de leur vie et dont les éléments d’histoire de vie étaient connus. Les
échantillons ont été ensuite analysés sur des coupes en lumiére transmise puis analysés au
microspectrométre Raman. Les données Raman ont été mises en relation avec les images du microscope
intégré au spectrometre. Les résultats ont ensuite été reportés par chaque observateur et analysés a 1’aveugle.
Les résultats ont ensuite été comparés aux éléments d’histoire de vie connus. Ils nous ont montré que
I’hypothése de base était vérifiée. La discussion s’efforce ensuite d’énoncer des hypothéses mnouvelles
comme I’impact que pourrait avoir la lactation sur la formation des BTA. Cependant beaucoup de questions

sont restées sans réponses et des expérimentations plus poussées seront nécessaires par la suite.

JURY :
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Assesseurs :_ Madame le Docteur Mathilde Savignat, Madame le Docteur Cécile Olejnik, Monsieur
le Docteur Xavier Coutel
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