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Introduction
L’estimation de l’âge d’un individu, estimative ou comparative, est un des éléments

importants dans le cadre de l’expertise médico-légale, sur un sujet vivant ou décédé. Par

exemple, depuis 1945 avec la création du Tribunal pour enfants, une importance nouvelle

est donnée à l’âge de l’accusé car les sanctions prévues entre les mineurs et les majeurs au

civil ou au pénal ne sont plus les mêmes. Dans les procédures administratives civiles, l’âge

est donc devenu un facteur déterminant permettant l’accès à des droits ou une protection.

Ainsi, cette estimation est déterminante chez les personnes amnésiques ou les personnes

incapables de fournir un état civil prouvant leur date de naissance ; ce qui est souvent le cas

chez les migrants par exemple.

Cette estimation est également importante en archéologie pour estimer la durée de vie

moyenne sur un échantillon donné à une époque donnée, les rites accordés aux défunts etc.

Plusieurs méthodes ont été proposées depuis le XIXe siècle. Les méthodes dites

environnementales visent à estimer l’âge d’un individu à partir des critères autres que

biologiques, c’est à dire morphologiques, colorimétriques, radiographiques par exemple. Ces

méthodes s’avèrent précises pour les tranches d’âge allant jusqu’à 18-25 ans. Au-delà, les

modifications étant soumises à un ensemble d’aléas peu maîtrisables, ces méthodes

perdent en précision.

Dans le cas d’une personne décédée, le substrat est soumis aux variations

environnementales et aux agressions externes qui le modifient et faussent ces méthodes.

Pour pallier cette problématique, les méthodes biologiques moléculaires sont développées.

Elles visent à permettre une estimation de l’âge qui s’affranchirait des défauts des méthodes

environnementales et qui serait précise même pour les âges intermédiaires supérieurs à 25

ans.

Notre thèse étudiera l’estimation de l’âge d’un individu à partir de la longueur de ses

télomères, en tentant d’aborder les conditions de faisabilité ainsi que le devenir de cette

méthode. Après avoir décrit les aspects juridiques et leurs liens avec l’âge réel ou estimé,

nous décrirons les télomères et leurs rapports avec l’âge. Nous nous attacherons ensuite à

montrer que les dents peuvent être source de matériel génétique pour l’exploitation des

télomères, et enfin s’il est possible de déterminer l’âge d’un individu à partir de la longueur

de ses télomères grâce au matériel génétique contenu au sein de l’organe dentaire.
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Partie I : Âge et justice

I.1  Justice et minorité

L’âge d’un individu est déterminant dans nos sociétés car il conditionne les droits

civiques d’un individu, son accès à des services, à la protection et conditionne en partie son

niveau de responsabilité. Depuis l’ordonnance du 02 février 1945 relative aux règles

applicables en termes de justice pour mineurs, distinction est faite entre majeurs et mineurs

devant la Loi, les procédures judiciaires et les peines encourues sont différentes (1).

Ainsi, une branche de la justice divisée en deux sous-sections a été mise en place pour les

mineurs : le tribunal pour enfant et la cour d’assise des mineurs (le tribunal correctionnel

pour mineur ayant été supprimé par une loi du 18 novembre 2016). Une magistrature

spécifique et qualifiée a été créée, le juge des enfants.

La justice établit 3 types de fautes en fonction de la gravité. De la moins grave à la plus

grave il y a la contravention, le délit et le crime. Les juridictions compétentes pour le

jugement et les sanctions appliquées sont différentes en fonction de ces 3 classes.

Le juge des enfants s’occupe des affaires délictuelles et de contravention de cinquième

classe (les plus graves fautes dans les contraventions) commises par un mineur et partage

son autorité avec un juge d’instruction dans les affaires criminelles au pénal. Il est saisi par

le procureur de la république ou par un juge d’instruction. Sa mission a été définie par

l’ordonnance du 23 décembre 1958 et stipule qu’il est principalement chargé des mesures

d’assistance éducative “si la santé, la sécurité ou la moralité d’un mineur non émancipé sont

en danger, ou si les conditions de son éducation […] sont gravement compromises » (article

375 du code civil) (1).

Ainsi, ce magistrat revêt diverses fonctions : celles de juge d'instruction, juge de fond et juge

d'application des peines. Cependant, par une décision du Conseil Constitutionnel du 08

juillet 2011, le Juge des Enfants ne peut pas en procédure pénale présider le tribunal s'il a

lui-même instruit l'enquête.

La Loi établit aussi une distinction entre les mineurs en fonction de l’âge.

En termes de responsabilité, les moins de 13 ans bénéficient d’une irresponsabilité absolue

dans n’importe laquelle des 3 catégories de faute car c’est le principe de discernement qui

prévaut à la responsabilité. Entre 13 et 16 ans, les mineurs sont jugés dans les cas de

crimes par le tribunal des enfants, et les plus de 16 ans par la cour d’assise des mineurs.
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Le juge pour enfants prononce des décisions, après étude de la personnalité de l’accusé,

qui vont de la relaxation à l’incarcération. Il doit cependant garder à l’esprit la dimension

éducative des peines prononcées (1).

En termes de sanction, les peines des mineurs sont souvent moins lourdes que les majeurs,

et, en cas d'incarcération, les mineurs sont emprisonnés dans des quartiers spéciaux, isolés

et protégés des majeurs.

Un bref rappel des faits semble important pour saisir l’importance de la dimension de la

Justice relative aux mineurs et donc, de l’importance de l’âge de celui-ci.

En 2017, le ministère de la justice estime que sur l’année écoulée, 383 000 mineurs ont été

jugés, 212 500 au civil et 92 000 au pénal.(2)
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Ci-dessous un tableau montrant les conditions de garde à vue en fonction de l’âge.

Tableau 1 : tableau des gardes à vue en fonction de l’âge (3)

10 à 13 ans 13 à 16 ans 16 à 18 ans

Mesures possibles retenue garde à vue Garde à vue

Conditions concernant

l’infraction

Indices graves ou

concordants, crime ou

délit puni d’au moins 5

ans d’emprisonnement

raison(s) plausibles de

soupçonner que le

mineur a commis ou

tenté de commettre un

crime ou un délit

raison(s) plausibles de

soupçonner que le

mineur a commis ou

tenté de commettre un

crime ou un délit

Autres conditions accord préalable d’un

magistrat spécialisé

dans la protection de

l’enfance

Information du

procureur de la

république dès le

début.

Information du

procureur de la

république

Durée de la mesure 12 heures

exceptionnellement +

12 heures maximum

après présentation au

parquet

24 heures + 24,heures

maximum en cas

crime ou délit puni

d’au moins 5 ans

d’emprisonnement et

après présentation

devant un magistrat

24 heures + 24 heures

maximum après

présentation devant un

magistrat

Droit du mineur

Information des

parents, du tuteur, ou

du service ayant la

garde du mineur

immédiat immédiat, sauf

décision contraire du

parquet ( différée de

12 ou 24 heures si la

prolongation de la

garde à vue est

possible )

immédiat, sauf si

décision contraire du

parquet ( information

différée de 24 heures

maximum )

Examen médical obligatoire et immédiat obligatoire et immédiat obligatoire, à la

demande du mineur,

de ses parents, du

tuteur ou du service

qui en a la garde
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Avocat obligatoire dès le

début de la retenue

possibilité de

s’entretenir avec un

avocat, dès le début

de la garde à vue, à la

demande du mineur

ou de ses

représentants légaux,

puis après la 20ème

heure

possibilité de

s’entretenir avec un

avocat, dès le début

de la garde à vue, à la

demande du mineur

ou de ses

représentants légaux,

puis après la 20ème

heure

I.2  Justice civile et pénale sur infraction commise sur mineur

La Loi Française prévoit dans ses articles du code pénal relatifs aux atteintes à la vie (art

221-1 à 221-5-3), aux atteintes volontaires à l’intégrité de la personne (art 222-1 à 222-6-2),

violences (art 222-7 à 222-16-2) et viol (art 222-23 à 222-26), lorsque le majeur commet

l’infraction sur mineur de moins de 15 ans, un alourdissement des peines encourues. Le

mineur en fonction de son âge dispose donc d’une protection supplémentaire accordée par

la société ainsi que des sanctions différentes ou allégées par rapport à un majeur en cas

d’infraction, ainsi que d’un élargissement de la réparation en cas d’infraction commise contre

lui (4).

I.3   Age, disparition et succession

La Loi Française impose un délai de 30 ans pour statuer sur le probable décès d’un

individu après la date de sa disparition débouchant sur l’ouverture des droits successoraux.

Si l’individu réapparaît, il est selon la Loi toujours propriétaire des biens qu’il avait avant sa

disparition. L’estimation de son âge est une étape essentielle quant à son identification pour

prouver qu’il est bien l’individu qu’il prétend être.
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I.4  Santé et mineurs

Un autre cadre où l’importance de l’âge se fait sentir est dans le cadre de

mouvements de population, dans le cadre de catastrophe naturelle, par exemple dans

lesquelles les personnes arrivantes n’emportent pas de document civil avec eux. Qu’ils ne

les aient jamais eus, ou qu’ils ne purent les prendre avec eux lors de la traversée.

Ainsi, sur cette population également mineure, la Loi Française prévoit aussi une protection

accrue.

Si une personne étrangère est reconnue mineure et isolée (mineur isolée de l’étranger), elle

ne peut subir de procédure d’expulsion, n’a pas besoin d’un titre de séjour pour être sur le

territoire de façon légale, a droit à l’éducation obligatoire à l’école si elle a moins de 16 ans,

et, en terme d’accès aux services de santé, elle a accès gratuit aux soins par la

PUMA-CMUc si elle est protégée, ou à la mutuelle du tiers chez qui elle est hébergée. Si

elle n’est ni protégée ni hébergée, elle n’a pas besoin de justifier de 3 mois de présence sur

le territoire pour demander l’Aide Médicale d’Etat (5).

Tous les éléments précédents démontrent l’importance de l’âge, et notamment aux âges

charnières avec lesquels les régimes changent.

Dans cette perspective, l’odontologiste médico-légal trouve sa place aux côtés du médecin

légiste dans la détermination de l’âge d’un individu.
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I.5 Âge et expertise d’odontologie légale

I.5.1 Historique

Depuis le XIXe siècle et l’étude de la formation des dents, les odontologistes ont cherché à

estimer l’âge des individus à partir de critères dentaires ou osseux.

Ainsi, en 1925 Morisot commente les travaux de Robin relatifs à l’évolution des dents

temporaires et permanentes que “le médecin légiste pourra s’y reporter pour y puiser des

renseignements qui lui permettront d’établir l’âge d’un cadavre”.

D’autres, tel Amoëdo dans “L’art dentaire en médecine légale” fait un point sur l’état de la

science sur le vieillissement de l’organe dentaire. Ces efforts pour retrouver l’âge

chronologique à partir d’une étude du vieillissement des structures dentaires, sont la

naissance des méthodes environnementales.

Néanmoins ces techniques ne seront développées qu’à partir des années 1940 (6).

I.5.2 Procédures d’odontologie légale d’estimation de l’âge d’un

individu

I.5.2.1  Individu vivant

L’expertise pratiquée par l’odontologiste médico-légal suit un protocole rigoureux et

identique entre chaque expertise d'individu vivant.

Il démarre comme un examen clinique classique par l’examen général du sujet à la

recherche d’informations sur le contexte, l’histoire et le comportement du sujet. Les

caractères tels que la pilosité faciale ou chirale sont appréciés.

Puis, vient l’examen de l’articulation temporo-mandibulaire classique avec les amplitudes

d’ouverture / fermeture, de latéralité, claquement et type d’occlusion.

Enfin vient l’examen endobuccal. L’expert observe les muqueuses et note chaque

particularité et les photographie si possible. Sur le schéma dentaire, il note les particularités

observées de chaque dent. Il réalise enfin un examen radiographique panoramique ainsi

que des clichés rétro-alvéolaires (7).
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I.5.2.2 Les critères recherchés (7)

L’odontologiste médico-légale distingue 4 grandes classes d’individu en fonction de

l’âge de l’individu : l’enfant et l’adolescent de la naissance à 16 ans, l’adulte jeune de 16 à

30 ans, l’adulte de plus de 30 ans et l’adulte âgé.

Chez l’enfant et l’adolescent l’appréciation de l’âge se fera principalement sur la chronologie

des éruptions dentaires ainsi que par la maturation des apex dentaires.

Chez le jeune adulte sera surtout recherchée l’évolution des dents de sagesse, et si celles-ci

sont absentes, la maturation apicale des apex des secondes molaires.

Chez l’adulte de plus de 30 ans, ce seront surtout les indicateurs de vieillissement dentaire

et la qualité du parodonte ainsi que la présence de dépôts exogènes. Seront recherchés sur

la radiographie panoramique d’éventuelles lyses osseuses ou densifications osseuses.

Chez le sujet âgé seront recherchées les dents présentes (récessions, colorations, usures),

état du parodonte ainsi que les prothèses et leur état.

I.5.2.3 Chez l’individu décédé

Le décès de l’individu permet à l’expert médico-légal d’utiliser des méthodes plus

invasives. En effet, l’individu étant décédé, l’expert a accès à toutes les dents sans

l’intervention de problèmes éthiques autres que ceux dus aux morts.

Il recherchera des indices, éléments spécifiques à chaque technique particulière.
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I.6 Les techniques environnementales

Dans le tableau 2 ci-dessous figurent les différentes techniques existantes et leurs années
de développement.

Tableau 2 : Tableau résumé des différentes techniques environnementales avec leur année
de développement (8)
LA VIE ANTÉNATALE ET L'ÉTUDE DE LA MORPHOGENÈSE DU GERME DENTAIRE

Benoi, Lemire et Pellerin 1979

LA NAISSANCE ET L'ÉTUDE DE LA LIGNE NÉONATALE

Whittaker et Richards 1978

LA CROISSANCE ET L'ÉTUDE DU DÉVELOPPEMENTS DES DENTS

Schour et Massler 1941

Hurme 1949

Nolla 1960

Moorees, Fanning et Hunt 1963

Demirjian 1973

Gustafson et Koch 1974

Ubelaker 1978

Bloquel 1981

Demirjian adaptée par Griffin et Malan 1987

A.B.F.O. 1993

Sapanet et Coll. 1994

Fronty et Coll. 1995

L’AGE ADULTE ET L’ETUDE DU VIEILLISSEMENT DENTAIRE

Gustafson 1947

Dalitz 1962

Miles 1963

Bang et Ramm 1970

Johanson 1971

Emery 1973

Ito 1975

Burns, Maples M.A et W.R 1976

Maples 1978

Gustafson recalculée par Nkumeleni 1979-1989
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Cretot 1983

Lamendin 1990

Solheim 1993

Kvaal et Solheim 1994

Kvaal 1995

Collet 1996

QUELQUES METHODES PARTICULIERES

Brothwell 1972

Hefman, Bada 1976

Maat et coll. 1998

I.6.1 Utilisation

Chaque méthode environnementale a été développée sur un échantillon d’une

population spécifique, chaque méthode a un domaine d’application, nécessite un matériel

d’étude, s’applique sur une tranche d’âge donnée, s’applique sur certains sujets, va

rechercher certains facteurs et nécessite une instrumentation adaptée (9).

L’ensemble des mesures faites pour développer la méthode ont donné par analyse

statistique une équation reliant l’âge aux différents paramètres étudiés avec un écart-type

d’incertitude (9).

Chaque méthode ne donne pas un âge précis certain mais un âge moyen au sein d’un

intervalle d’âges probables.

Par exemple, la technique de Gustafson, reconnue et très utilisée par les odontologistes

médico-légaux a été développée sur un échantillon de 41 personnes, son domaine

d’application est les adultes, de 30 à 70 ans, son application sur les personnes décédées, à

partir de dents saines du bloc incisivo-canin de préférence, à la recherche d’abrasion, de

parodontose, de dentine secondaire, d’apposition cémentaire, de résorption radiculaire et

transparence radiculaire. Elle donne un âge avec une précision de plus ou moins 3,63 ans.

Une méthode est pertinente si l’on respecte ses différents paramètres d’application. Il est de

plus essentiel de réaliser plusieurs méthodes, en général trois, afin d’estimer au plus juste

l’erreur.
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I.6.2 Expression du résultat

L’expression du résultat de l’expertise par l’odontologiste médico-légal se fait par un

âge moyen encadré de la valeur en plus ou en moins d’un écart-type (le plus souvent au

risque 5%) ou en une probabilité que tel individu ait plus de tel âge (10).

I.6.3  Limites des méthodes environnementales

Les méthodes environnementales trouvent leurs limites chez le sujet vivant dans

l’appréciation précise de l’âge des individus de plus de 18 ans et chez les sujets décédés

car elles sont soumises aux facteurs de variations de l’environnement qui conservent les

restes.

De plus, les méthodes environnementales aboutissent souvent à la destruction du matériel

d’étude.

I.6.4 Association de plusieurs techniques environnementales

L’expert ne se réfère en général pas qu’à une seule technique, bien que l’utilisation

de plusieurs méthodes n’augmentent pas la précision des résultats, leur association rend les

résultats cohérents s’ils se corroborent (11).

Ainsi, il est recommandé d’utiliser au moins trois méthodes différentes sur plusieurs dents

pour avoir une bonne estimation des résultats.

C’est face à ces différentes limitations et à l’exigence importante de la justice que se sont

développées les méthodes moléculaires.
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I.7 Les méthodes moléculaires

Les méthodes moléculaires sont celles qui font appel à des substrats biologiques

comme source de matériel.

Il existe des méthodes moléculaires d’estimation de l’âge d’un individu à partir de la

racémisation des acides aminés, de la méthylation de l’ADN ou encore de la longueur des

télomères.

Leurs avantages sont d’être applicables aux êtres vivants sans problème éthique, sans

destruction, par simple prise de sang ou recueillement d'échantillons biologiques

expulsables (urines, selles).

Dans le cas d’individus décédés, ils sont censés être moins sensibles aux conditions de

variations environnementales, notamment au sein de l’organe dentaire, car il a été prouvé

que les meilleures sources et parfois les seules restantes d’un individu décédé sont

localisées au niveau des os et dents.

Nous allons ici nous concentrer sur celle utilisant la longueur des télomères pour estimer

l’âge d’un individu.
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PARTIE II : Télomère et âge biologique

II.1 Que sont les télomères ?

Un télomère est une séquence nucléotidique répétitive composée chez les vertébrés

du motif TTAGGG localisée à l’extrémité des chromosomes. Chez l’Homme, ils mesurent en

moyenne 10 à 15 kb (12-14).

II.1.1 Structure des télomères

Les télomères sont formés de 2 parties, une bicaténaire proximale et une

monocaténaire distale formant un “surplomb télomérique” (15,16). La portion monocaténaire

distale fait partie du brin principal orienté de 5’→3’ et est une région riche en guanine. Elle

mesure en moyenne 50 à 300 kb et possède 2 conformations possibles, une appelée

T-LOOP et l’autre appelée G-Quadruplex. La conformation T-Loop est le repli sur lui-même

du surplomb télomérique qui permet d’éviter à cette région d’être reconnue comme de l’ADN

endommagé. La conformation G-quadruplex est la répétition spatiale d’un quatuor de

guanine uni par un atome de magnésium central et stabilisée par des liaisons hydrogènes

(17,18).

Figure 1 : Illustration de conformation T-LOOP (49)
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Figure 2 : Illustration de la conformation G-Quadruplex (49)

II.1.2 Problèmes liés aux télomères

Les télomères sont soumis à deux problèmes, celui de la réplication terminale (19) et

celui de la protection terminale.

Le problème de la réplication terminale vient du fait que lors de la réplication, chaque brin

d’ADN sert de motif pour la synthèse de son brin complémentaire (12).

Le problème de la réplication terminale vient du fait que lors de la réplication, chaque brin

d’ADN sert de motif pour la synthèse de son brin complémentaire (12).

L'ADN Polymérase ⍶ lie et synthétise le brin complémentaire de 5’ vers 3’. Or, un brin se

trouve dans le sens 3’→5’ à l’intérieur de la fourche de réplication. Il ne peut donc pas être

synthétisé.

La solution apportée est l’utilisation de courts fragments d’ARN appelés “fragment

d’OKAZAKI” qui vont permettre de servir d’amorces dans le sens 5’→3’ sur le brin antissens

et ainsi permettre l’élongation et la synthèse du brin complémentaire au brin antisens (20).

L’élimination des amorces d’ARN laisse un vide interne qui est comblé par l’ADN

Polymérase puis lié au reste du brin par une ligase. Aux extrémités terminales 5’ du brin

antisens, le dernier fragment d’OKAZAKI éliminé ne peut être remplacé (21). Ce processus

aboutit à la perte d’environ 250 pb par division cellulaire et donc en le raccourcissement du

télomère à chaque division (22,23).

Le problème de la protection terminale vient du fait que les régions télomériques sont

fragiles. Les processus de reconnaissance et de réparation de l’ADN peuvent identifier ces

régions comme endommagées. Pour les protéger, un complexe de 6 protéines appelé

“SHELTERIN COMPLEX” coiffe cette région (24-34).
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II.2 Fonctions des Télomères

Les télomères jouent un rôle dans la stabilité du génome. En effet, ils empêchent lors

de la réplication la fusion des séquences télomériques. Ils interviennent dans la régulation

de la prolifération cellulaire (23,35-39) ; il a été montré que lorsque leur longueur passait

sous un certain seuil, les cellules entraient en sénescence (41).

Ils interviendraient également dans la variabilité génétique (40).

Enfin, une anomalie au niveau des télomères peut aboutir à un ensemble de pathologies

regroupées sous le terme “téloméropathies” (42-44).

Une anomalie au niveau des télomères peut entraîner un défaut de contrôle de la

prolifération cellulaire, par réactivation de la télomérase (45-48) ou par le fait que les cellules

ne rentrent plus en sénescence lorsque leurs télomères dépassent le seuil.
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II.3 Régulation de la longueur des télomères

Deux mécanismes sont possibles pour allonger les télomères : celui faisant intervenir

la télomérase et l’autre appelé “allongement alternatif des télomères” (ALT).

II.3.1 La télomérase

La télomérase est une holoenzyme ribonucléoprotéique dont le rôle est de pallier le

problème de la réplication terminale.

II.3.1.1 Structure de la télomérase

Srinivas et coll. (49) indiquent que la télomérase est une holoenzyme composée de 2

parties principales : TERT et TERC.

TERT est la sous-unité catalytique qui permet l’élongation du brin d’ADN.

TERC est la sous-unité contenant le motif d’ARN nécessaire à l’activité de TERT.

Des protéines additionnelles composent la télomérase comme les Dyskerin, GAR1, NHP2 et

NOP10 ainsi que la reptine et la pontine et sont nécessaires in vivo à l’activité de celle-ci.

Figure 3 : Structure de la télomérase (49)
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La télomérase est sous le contrôle multiple de protéines additionnelles dans sa biogenèse,
son assemblage, sa localisation intracellulaire, son assemblage, son activité et sa stabilité
(50-56).

II.3.1.2 Action de la télomérase

La télomérase vient se fixer sur le brin monocaténaire du télomère grâce à son motif
ARN complémentaire et permettre l’élongation de celui-ci.
Puis, la polymérase ɑ intervient pour synthétiser le brin complémentaire 3’→5’ grâce aux
fragments d’Okazaki.
In fine, il persistera toujours un surplomb télomérique sur le brin principal mais la télomérase
aura permis d’éviter l’attrition du télomère.

II.3.1.3 Expression de la télomérase

La télomérase n’est pas exprimée dans les cellules somatiques et les cellules à bas

pouvoir réplicatif. En revanche, dans les cellules souches et les cellules embryonnaires elle

est exprimée (57,59-62).

La télomérase ne joue donc pas un rôle important dans la régulation de la longueur des

télomères des cellules de l’organisme après l’époque embryonnaire.

II.3.2 Allongement alternatif des télomères

L’allongement alternatif des télomères est un mécanisme indépendant de la

télomérase qui intervient principalement entre 2 télomères dans les cellules cancéreuses.,

l’un long et l’autre court.

C’est un mécanisme par recombinaison homologue dans lequel le surplomb télomérique 3’

d’un chromosome va fusionner avec le brin complémentaire 5’ d’un autre télomère et

inversement.

Il aboutit au raccourcissement du télomère le plus long et à l’allongement du télomère le plus

court.
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Figure 4 : Illustration de la voie ALT des télomères (49).

II.3.3 Le complexe Shelterin

Le complexe Shelterin est un ensemble de 6 protéines intervenant dans la

maintenance télomérique.

Ils empêchent le surplomb télomérique d’être reconnu comme de l’ADN endommagé (17,63)

en inhibant les voies de signalisation NHEJ (non homologous end joining) et ATM (Ataxia

Telengiectasia mutated) (64). Ils interagissent avec la télomérase en régulant sa fonction.

Il a été montré que TRF2 jouait un rôle central dans la formation T-LOOP (49), que POT1

empêche la fusion télomérique (65) ou encore que l’association RAP1 et TRF2 inhibe la voie

ALT (66,67).
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Figure 5: illustration du complexe Shelterin et des autres protéines intervenant dans la
régulation des télomères (49)

D’autres protéines interviennent dans la régulation des télomères et sont souvent en

interaction avec le complexe Shelterin (68) à l’instar du complexe CST impliqué dans la

régulation de la longueur des télomères notamment (69-71).

Enfin, TERRA (Telomeric repeat containing RNA) agit dans la maintenance télomérique ainsi

que dans la protection terminale.
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II.4 Qu’est-ce que l’âge biologique ?
L’âge biologique correspond au vieillissement biologique des cellules, tissus,

organes, organismes. Le vieillissement biologique peut être défini comme la détérioration

irréversible et progressive des fonctions vitales et reproductives des organismes en rapport

avec le temps (72).

Avec l’âge, les cellules accumulent un certain nombre de dommages. En réponse, les

cellules peuvent soit activer la voie de l’autophagie, de l’apoptose ou de la sénescence.

II.4.1 La sénescence

La sénescence peut se définir comme l’arrêt irréversible en phase G1 du cycle

cellulaire causé par l’accumulation excessive intra ou extracellulaire de stress ou dommages

(74).

En réponse, la sénescence cellulaire entraîne l’expression du phénotype de sénescence

marqueur du vieillissement biologique. Lopez-Otin et coll. (73) ont proposé 4 mécanismes

intervenant dans la sénescence :

● les facteurs épigénétiques,

● l’attrition des télomères,

● les dommages ADN,

● les dysfonctions mitochondriales.),

2 effets directs de la sénescence sur l’organisme :

● l’inflammation chronique,

● la diminution du pool de cellules souches,

ainsi que 2 processus entraînant la sénescence et entraînés par elle :

● le dysfonctionnement de la signalisation des nutriments,

● l’homéostasie altérée.
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Ces paramètres sont illustrés dans la figure 6 ci-dessous.

Figure 6 : Illustration de la sénescence et de ses causes (74)

La sénescence a pour but de limiter la prolifération cellulaire des cellules endommagées.

Ainsi, elle permet de ne pas transmettre les dommages ADN aux cellules filles, de ne pas

répandre des produits toxiques intracellulaires par la réplication, ou d’empêcher la

prolifération de cellules malignes (75-78).

Le vieillissement biologique entraîne l’accumulation de cellules sénescentes au sein des

tissus et l’attrition des télomères entraîne l’expression du phénotype de sénescence au sein

des cellules (73).

Il existe donc un lien entre longueur des télomères et “âge biologique” des cellules.

II.4.2 Comment mesurer l’âge biologique ?

Pour mesurer l’âge biologique il faudrait disposer d’un marqueur qui quantifierait le

niveau de vieillissement biologique.

Un biomarqueur est selon Dodig et coll. (79) défini comme « une substance, un processus

ou une structure qui peut être objectivement mesurée dans l’organisme ou que ses produits

soient évalués comme des indicateurs d’un processus biologique normal, pathologique ou

une réponse pharmacologique à une intervention thérapeutique ». En référence à
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l’« American Federation on Aging Research », les auteurs établissent un cahier des charges

d’un « bon » biomarqueur prédictif de l’âge biologique :

. Quantifie le niveau de sénescence (doit être corrélé au vieillissement effectif)

. Met en évidence le processus de vieillissement normal et non celui dû à une pathologie.

. Facile d’accès et qui peut être testé de manière répétée.

. Être applicable aux humains et aux animaux.

Parce que la longueur des télomères diminue à chaque division cellulaire et qu’ils semblent

jouer un rôle dans les processus de sénescence et d’horloge biologique ; la longueur des

télomères a été proposé comme candidat pour être un biomarqueur reflet du vieillissement

biologique (80-85).

La longueur des télomères doit quantifier le niveau de vieillissement biologique. Ainsi, une

diminution de la longueur des télomères doit être corrélée avec le vieillissement biologique.

Cette corrélation n’est pas prouvée de manière certaine. La longueur des télomères doit

ensuite être un reflet du processus de vieillissement biologique et non dû à une pathologie.

Même si la longueur des télomères est liée au vieillissement, nous ne savons toujours pas

s’il est lié au processus de vieillissement biologique « normal » (86).

Aussi, ce biomarqueur doit être accessible facilement. La plupart des chercheurs utilisent les

télomères issus des leucocytes sanguins et pensent que les télomères de ces cellules sont

un bon reflet des télomères des cellules de l’ensemble de l’organisme (85-87). D’autres

pensent que ce n’est pas vrai pour tous les tissus (88).

Enfin, il faut qu’il fonctionne sur les animaux et humains pour pouvoir être validé et testé

avant l’utilisation humaine (77). Le macaque a été proposé comme candidat pour valider ce

critère (89).

En 2010, la longueur des télomères n’était pas un biomarqueur sûr du vieillissement

biologique (86).
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II.4.3 La longueur des télomères est-il un bon biomarqueur de

cette sénescence ?

Toutes les cellules n’ont pas la même longueur de télomère et tous les chromosomes

au sein d’une même cellule également n’ont pas la même longueur de télomère.

Ainsi, nous ne pouvons pas généraliser une longueur de télomère générale à partir d’une

seule mesure.

Cependant, existe-t-il des cellules dont la longueur mesurée des télomères serait un reflet

moyen de l’ensemble de l’organisme ?

Selon Mittal et coll. (90), les cellules de la lignée blanche sont ces cellules, de par leur rôle

central dans l’immunité, dans les mécanismes inflammatoires et dans l’élimination des

cellules. De plus, les cellules endommagées libèrent des signaux de dommage dans la

circulation sanguine, comme les ROS, les affectant.
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II.5 : Facteurs influençant la longueur des télomères

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer la variabilité interindividuelle

de longueur des télomères.

II.5.1 les différents facteurs

Le premier est le facteur héréditaire. Sur une méta-analyse portant sur 6 études et

sur plus de 19 713 sujets, Broer et coll. (91) ont mis en évidence une forte héritabilité de la

longueur des télomères estimée à 70% (p-value < 0.001) avec un effet maternel supérieur à

l’effet paternel (p-value = 0.007). Les auteurs avancent comme hypothèse un effet lié à l’X, à

l’ADN mitochondrial ou à d’autres effets parentaux non connus.

Enfin, l’âge paternel au moment de la conception rentrerait également en compte (p-value

<0.001).

Les influences environnementales agissent tout au long de la vie du sujet participant à la

différence de longueur observée au moment de la mesure. Parmi celles-ci, citons le stress

oxydatif, l’inflammation, les habitudes de vie ou encore l’exposition à des produits chimiques

cancérigènes (49).

Le stress oxydatif dû à l’accumulation de produits réactifs de l’oxygène (ROS) d’origine

endogène ou exogène semble le plus important (49). L’origine endogène est issue de

l’activité cellulaire, principalement de la mitochondrie du réticulum endoplasmique et de la

membrane cellulaire. Des polluants extérieurs comme la cigarette, l’exposition aux rayons

ionisants ou aux produits carcinogènes augmentent la quantité de ROS.

Tous ces facteurs induisent la brisure d’ADN directement, ou indirectement par la formation

de ROS et l’initiation d’une inflammation chronique (77, 81-84).
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II.5.2 Mécanismes d’action des ROS

Les ROS (20) agissent au niveau de l’ADN en oxydant les composants de 3

manières différentes :

- Au niveau des bases oxydées : Il existe plus de 20 types d’oxydation de bases.

L’oxydation de la guanine en dihydro-8-oxoguanine (8-oxoG) lui donne la propriété

de pouvoir s’apparier à une adénine à la place d’une cytosine lors de la réplication.

Cela aboutit à une transversion G → C et T → A

- Rupture des liaisons N-glycosidique : aboutit à une base manquante qui sera

remplacée arbitrairement par une Adénine par l’ADN polymérase. Ce manque peut

aussi entraîner la formation d’une liaison protéinique à l’ADN simple brin (SSBS ou

single strand binding protein)

- SSbs (single strand binding protein) : Liaison d’une protéine à l’ADN via le

désoxyribose. En présence d’oxygène, l’oxydation du radical protéique entraîne

l’auto-oxydation du ribose voisin par arrachement d’un atome d’hydrogène. Cela

génère une brisure monocaténaire de l’ADN par rupture de la liaison phosphodiester

entre 2 sucres.

Cela aboutit à un raccourcissement des télomères (92-94).
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II.6 Comment mesurer la longueur des télomères ?

Il existe 5 méthodes pour mesurer la longueur des télomères. Chaque méthode a

ses indications et contre-indications dans ce qu’elles peuvent montrer.

II.6.1  Q-PCR

Cette méthode compare la quantité de signal produite par le fragment télomérique

sur la quantité de signal produite par une séquence de taille connue.

C’est ce qu’on appelle le T/S (Single Copy Gene) ratio. Nous obtenons ainsi une taille

relative du télomère par rapport à la taille connue du fragment génétique (95).

L’inconvénient de cette technique est qu’il faut être sûr que le locus du “single copy gene”

est unique (71). Cette technique ne nous renseigne pas sur la longueur exacte des

télomères ni sur la longueur des télomères les plus courts (96).

De plus, la courbe standard de référence n’est pas la même entre laboratoires (97) rendant

les résultats et comparaison entre laboratoires difficiles.

II.6.2 TRF Terminal restriction fragment

Cette méthode va isoler l’ADN télomérique composée de la répétition du motif

(TTAGGG)n en utilisant des enzymes de restrictions qui vont couper l’ADN au niveau de

sites de restrictions et la réduire en de multiples fragments. L’ADN télomérique demeurera

intact car il ne possèdera pas de site de restrictions.

Cependant, une petite quantité d’ADN subtélomérique demeure toujours accrochée à l’ADN

télomérique car nous ne disposons pas d’enzyme de restriction capable de couper l’ADN au

locus exact de la transition ADN subtélomérique / ADN télomérique. Cette portion d’ADN

subtélomérique est nommée la “région X”. Sa taille dépend des enzymes de restriction

utilisées.

Ensuite, une électrophorèse est réalisée et une analyse par Southern Blot effectuée pour

détecter les séquences télomériques par l’hybridation d’une sonde spécifique. La quantité de

signal reçue est comparée par rapport à un signal de référence issu de fragments de taille

connue (98-100). Bien qu’étant le “Gold Standard”, cette méthode possède les

inconvénients qu’un télomère trop court (< 2kb) est difficile à mesurer et détecter et que la

taille relative du télomère dépend des enzymes de restrictions utilisées. De plus, une

quantité importante d’ADN initial est requise (3 µg environ).
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Un autre problème vient du fait qu’il n’y a pas de méthodologie standard quant aux enzymes

ou groupes d’enzymes utilisées, rendant les interprétations de différents laboratoires

difficiles (97).

II.6.3 Single Telomere Analysis - Stela

Cette méthode a été développée pour analyser les télomères d’un seul chromosome

et plus particulièrement des plus courts. Une sonde spécifique des extrémités télomériques

se lie au brin secondaire en se fixant sur le surplomb télomérique du brin principal.

Ensuite, l’ADN télomérique et subtélomérique est isolé grâce à des enzymes de restriction.

Des sondes spécifiques aux sites de restriction se fixent de part et d’autre des séquences

nucléotidiques isolées. Subsiste la séquence télomérique d’intérêt. Une PCR est entreprise

pour amplifier uniquement la séquence télomérique, suivie d’un Southern Blot. Cette

méthode permet de mesurer la longueur d’un chromosome spécifique avec une quantité

d’ADN au départ faible.

Un des problèmes de cette méthode est qu’il faut des primers spécifiques et que tous les

télomères n’ont pas la même séquence terminale pour l’hybridation des promoteurs.

Ce n’est donc pas une bonne méthode pour détecter les télomères > 8kb (95,101).

Figure 7 : illustration de la méthode Stela (106).
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II.6.4  Q-FISH

Une sonde fluorescente spécifique (CCCTAA)3 est hybridée aux régions
télomériques dans des cellules en métaphases (102,103). Le signal fluorescent est ensuite
comparé à un signal de référence de télomère de longueur connue. Cette technique permet
la détection de signaux très faibles (< 0.5kb). Cependant, elle est incapable de mesurer la
longueur des télomères des cellules qui ne se divisent pas (95).

II.6.5 Flow-Fish

Cette méthode utilise aussi la sonde spécifique du Q-FISH et analyse la

fluorescence télomérique par cytométrie (103,104). Cette méthode mesure la fluorescence

médiane d’une population de cellules. Il est possible de sélectionner les cellules d’intérêt

grâce à des sondes spécifiques de surface (81).

Les limitations de cette technique sont nombreuses. Comme les cellules ne sont pas fixées,

elle nécessite des échantillons ainsi que de nombreuses étapes de lavage pour éviter les

amas de cellules après centrifugation. De plus, cette technique a été optimisée pour les

cellules avec un rapport nucléocytoplasmique important puisque la sonde se fixe

spécifiquement sur les télomères (95).

38



Partie III : Dent comme source de matériel
génétique

Dans les affaires criminelles et en paléontologie, les médecins légistes et scientifiques

deviennent de vrais enquêteurs à la recherche d’ADN de qualité pour résoudre leurs

problématiques. L’ADN subit des variations ante-mortem et dégradations post-mortem

affectant sa qualité, quantité ou son exploitabilité par les méthodes traditionnelles de

biologie moléculaire.

Lorsque seules les parties osseuses du corps demeurent, l’ADN dentaire apparaît comme

une source fiable de contenu génétique.

III.1 Dent comme source de matériel génétique

La dent étant enchâssée dans son alvéole osseuse au sein des maxillaires et à l’abri au sein

de la cavité buccale, elle est relativement bien préservée des conditions extérieures

(107,108)

Où peut-on trouver de l’ADN au sein de la dent ?

III.1.2  Considérations histologiques

III.1.2.1 L’émail
L’émail étant une structure minérale acellulaire. Il n’y a pas d’ADN en son sein (109).

III.1.2.2 La dentine

La dentine est un structure minérale formée de tubuli dans lesquels se trouvent des

prolongements odontoblastiques et nerveux (109). Elle ne contient normalement pas le

corps cellulaires des cellules (donc il n’y a pas d’ADN nucléaire) sauf dans les cas

d’enchâssement des odontoblastes lors de la formation de dentine tertiaire (110). Il est donc

possible de retrouver de l’ADN mitochondrial contenu dans les prolongements

odontoblastiques et nerveux.
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III.1.2.3 La pulpe

La pulpe est un tissu conjonctif richement vascularisé. C’est le tissu organique et

cellulaire d’une dent. Elle est composée majoritairement d’odontoblastes (11 000 mm²) (111),

de fibroblastes (1000 mm²) (112), et de cellules nerveuses, cellules leucocytaires et cellules

souches mésenchymateuses. Il contient de l’ADN nucléaire et mitochondrial. C’est le tissu

qui contient le plus d’ADN au sein de la dent (109).

III.1.2.4 Le cément

III.1.2.4.1 Le cément acellulaire

Il ne contient pas de cellules donc ne contient pas d’ADN.

III.1.2.4.2 Le cément cellulaire

Le cément cellulaire est une structure minérale et organique laminée et

avascularisée (109) avec des cellules appelées cémentocytes se trouvant au sein

d’alvéoles à l’image des lacunes d’ostéocytes (113). Ce cément grossit en taille tout au long

de la vie (114) augmentant ainsi le nombre de cellules disponibles. Cependant, comme les

cémentocytes sont tournés vers le ligament qui est leur source de nutriment par diffusion à

travers celui-ci (109), on estime qu’il n’y a pas de cémentocytes au-delà des 60 µm car cette

diffusion n’excède pas les 60 µm (115).

III.1.2.5 Conclusion

Les auteurs s’accordent pour dire que la pulpe et le cément sont les principales sources

d’ADN nucléaire et que la dentine peut être une source d’ADN mitochondrial (109).
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III.1.3 Considérations physiologiques

III.1.3.1 Volume pulpaire

La production de dentine secondaire étant de 4 µm par jour, le volume de la cavité

pulpaire se réduit régulièrement chaque jour dans les conditions physiologiques. Cette

diminution de volume a pour conséquence une diminution de l’espace disponible et une

diminution de la cellularité (116). Selon De Leo et coll. (117) et Rubio et coll. (118), les dents

présentant le volume pulpaire le plus important représentent la meilleure source d’ADN. Il

s’agit des molaires.

III.1.3.2 le cément

Les dents présentant le plus de cément cellulaire représentent les meilleures sources

d’ADN. Il s’agit ici aussi des molaires car leur surface développée des racines est bien plus

importante que les autres types dentaires (109).

III.1.3.3 L’âge chronologique

Avec l’avancement de l’âge, le volume pulpaire diminue en même temps que la

cellularité du tissu (116), celui-ci devenant plus sclérotique (119). Au contraire, le nombre de

cémentocytes lui augmente avec l’âge chronologique (120).
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III.1.4 : Considérations pathologiques (109)

III.1.4.1 Pathologie carieuse

La pathologie carieuse résulte en la destruction du tissu minéralisé et en la

destruction complète du tissu pulpaire lorsque les bactéries envahissent la pulpe et

provoquent sa nécrose.

Le cément n’est atteint par la pathologie carieuse que lorsque celui-ci est exposé à la cavité

buccale, ce qui arrive lors des maladies parodontales.

La pathologie carieuse peut entraîner la perte de la dent.

III.1.4.2 Pathologie parodontale

Les maladies parodontales représentent l’autre grand volet des pathologies affectant

une dent. Elle entraîne une perte d’attache avec exposition du cément à la cavité buccale.

La maladie parodontale entraîne une diminution de la cellularité du cément par mort des

cémentocytes et élimination du cément avec les traitements parodontaux.

III.1.4.3 Contamination pathologique

La dent pathologique, privée de son émail étanche et protecteur ainsi que de son

support parodontal, est une dent livrée aux diverses sources de contaminations ante et

post-mortem.

Le choix de ces dents comme source d’ADN doit être prudent et réfléchi. Même si

pathologiques ou traitées, ces dents peuvent encore contenir une quantité d’ADN suffisante

pour l’analyse moléculaire. Ainsi, une molaire traitée ayant subie une attaque carieuse

modérée peut encore être une meilleure source d’ADN qu’une dent antérieure.
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III.1.5 Considérations thérapeutiques

Lorsque les actes thérapeutiques n’induisent pas une perte de cellularité au sein de

l’organe dentaire, ceux-ci ne sont pas des freins au choix d’une dent comme source de

matériel génétique.

Les dents traitées endodontiquement seraient-elles une contre-indication à l’exploitation de

matériel génétique ? Corte et coll. relèvent que sur un échantillon de 10 dents traitées

endodontiquement, ils réussirent à extraire assez de matériel génétique dans 8 d’entre elles

pour réaliser un profil STR complet (121). Cependant, ces succès relèvent selon Higgins et

coll. d’un biais protocolaire dans lequel le cément n’a pas été séparé de la dentine. Le

traitement endodontique complet d’une dent associée à son nettoyage chimique rend la

persistance de cellules en quantité suffisante peu probable au sein du réseau tubulaire

(109).

Avant des études plus approfondies, il semble déraisonnable de considérer les dents

traitées endodontiquement comme des sources d’ADN fiables.
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III.2 Influence des facteurs ante et post mortem
affectant une dent

III.2.1 Les facteurs ante-mortem

Selon Mansour et coll., se basant sur des cas médico-légaux réels et portant sur plus

de 95 dents étudiées ; les facteurs ante-mortem que sont l’âge, le sexe, le type de dent et la

portion de la dent choisie pour l’extraction d’ADN ne joueraient pas de rôle significatif dans

la quantité et la qualité de l’ADN exploitable (122).

Cela rentre en contradiction avec d’autres études (109,117,118,121,118–125).

Pour le type de dent, ces résultats seraient explicables selon Mansour et coll. (17) car la

cellularité dépend de l’intervalle post-mortem (111,126,127) et que, les odontoblastes étant

les cellules les plus abondantes du complexe dentino-pulpaire, et que celles-ci étant

absentes après 5 jours suivant le décès, les auteurs ne retrouvent pas de lien avec le type

de dent.

Concernant la portion de la dent, les auteurs ne s’accordent pas quant à quelle portion des

racines contient le plus d’ADN, l’apicale ou cervicale (121). Mansour et coll. donne comme

explication des facteurs de variations intra et interindividuels difficilement contrôlables (122).

A propos du sexe, aucune différence n’a été observée. Ces résultats sont en accord avec de

précédentes études (118,127,128).

De même, l’âge a peu d’impact dans l’étude de Mansour et coll. (122).

Pour conclure, il ne semble pas y avoir de consensus actuel sur l’influence des facteurs

ante-mortem et sur l’influence de la localisation anatomique de la dent sur la quantité d’ADN.

Cela serait dû aux variations interindividuelles qui varient grandement entre chaque étude

(129).

D’autres études semblent nécessaires pour aboutir à un consensus et à une reproductibilité

opérationnelle des résultats.
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III.2.2 Les facteurs post-mortem

La dégradation d’ADN post-mortem est un processus multifactoriel faisant intervenir

les variations de l’environnement comme le pH, le taux d’humidité, la température,

l’ionisation ultraviolette ou encore la contamination externe par des microorganismes (122).

La dégradation débute par le relargage des enzymes intracellulaires et se poursuit avec la

dégradation par les microorganismes et invertébrés (130).

Rubio et coll. ont observé dans une étude portant sur la dégradation d’ADN au sein de dents

en rapport avec le temps (1 à 18 mois) une baisse en quantité de 50% le premier mois, puis

une phase de plateau jusqu’au 18e mois avec une rechute (131). Cette première chute

serait explicable par le relargage des enzymes intracellulaires. Les auteurs n’expliquent pas

encore la seconde diminution surtout qu’aucun changement structurel n’a été observé sur

ces dents.

L'intervalle de temps entre le décès et l’analyse de l’ADN joue un rôle central dans

l’exploitation de celle-ci. (122)

Les facteurs post-mortem joueraient un rôle significativement plus important que les facteurs

ante mortem (122).

Nous l’avons vu, de nombreux paramètres interviennent dans la quantité, la qualité et

l’exploitabilité de l’ADN présente au sein d’une dent.

Voyons maintenant les procédés d’extraction d’ADN.
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III.3. Les différents protocoles d’extraction

III.3.1  Protocole standard

III.3.1.1 étapes préliminaires

Avant de préparer la dent et d’extraire l’ADN, il convient de récolter un certain

nombre d’informations qui permettront l’analyse et l’interprétation des résultats. Il est

nécessaire de connaître les conditions post-mortem de conservation de la dent. En effet, les

facteurs post-mortem peuvent jouer un rôle important dans la quantité et la qualité de l’ADN

extrait. (122)

De plus, il est utile d’observer la dent et les portions les moins atteintes pour savoir où

récolter préférentiellement l’ADN.

III.3.1.2 Préparation de la dent

La portion de la dent à préparer est isolée du reste de la dent en réalisant une

section horizontale, puis, ceci étant fait, elle est pulvérisée dans un broyeur.

Une seconde méthode vise à sectionner longitudinalement la dent de la couronne à l’apex

permettant l’accès à l’ADN camérale et canalaire.

III.3.1.3 Isolement de l’ADN

La poudre obtenue est mélangée à une solution contenant différents solvants et

subira plusieurs cycles d’incubation et centrifugation jusqu’à obtenir l’ADN isolé. Cette

méthode standard est longue, coûteuse et contient plusieurs phases de manipulation

augmentant les risques de contamination peropératoire (132). En effet, il est nécessaire de

pulvériser la dent et de la décalcifier pour avoir accès à l’ADN.

De plus, une fois l’ADN isolé, les étapes d’amplification PCR peuvent être parasitées par la

présence de calcium, de collagène, d’EDTA ou encore de phénol, chloroforme, chlorure de

sodium et de détergents (133).

Le détail du protocole exact utilisé par Gaytmenn et Sweet (129) est montré dans la figure 8

suivante.
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Figure 8: Protocole standard d’extraction d’ADN (128,129).

III.4 Proposition d’un nouveau protocole (134)

Le besoin de nouveaux protocoles provient du fait que la méthode standard est

destructrice, prend du temps et a de nombreuses étapes de manipulation augmentant le

risque de contamination peropératoire, le but étant de maximiser la quantité d’ADN

exploitable et de ne pas détruire les échantillons.

Une équipe de l’Université du Pays Basque s’est penchée sur la question et propose un

nouveau protocole non destructif. La localisation de l’ADN récolté rend possible l’accès à

l’ADN nucléaire.
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III.4.1 Composition de l’échantillon

L’étude d’Hervella et coll. s’est portée sur un échantillon de 20 dents, 15 extraites

récemment (< 7 jours) d’individus vivants et 5 provenant d’hommes préhistoriques.

L’échantillon de dents récentes se décompose en 2 incisives, 2 canines et 11 troisièmes

molaires. L’échantillon de dents préhistoriques se compose de 5 troisièmes molaires.

Ils ont proposé de comparer la quantité d’ADN récoltée grâce à un abord occlusal (cavité

d’accès classique) versus voie d’abord cervicale et la voie d’abord occlusale versus section

transversale de la couronne.

Figure 9: Différentes méthodes d’accès au contenu pulpaire (134)
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III.4.2  Préparation et méthode de collecte de l’ADN

La préparation des dents s’est faite dans un environnement stérile et contrôlé

permettant d’éviter la contamination peropératoire. La récolte de l’ADN s’est faite après

accès au système endodontique par préparation canalaire jusqu’à l’apex avec des Limes K

de diamètre 10/100 jusqu’à 140/100. Le canal étant ensuite perméabilisé avec un tampon de

lyse TRIS-EDTA (5 mL ; 0.5 M EDTA pH 8.0–8.5 ; 0.5% SDS ; 50 mM Tris–HCl pH 8.0; 0.01

mg/mL protéinase K). La solution étant ensuite centrifugée pendant 2h à 56°C suivie par

l’extraction d’ADN dans un mélange de phénol-chloroforme.

III.4.3 résultats

III.4.3.1 Voie d’abord occlusale vs cervicale

Comme montré dans la figure 10, la voie d’abord occlusale semble récolter une plus

grande part d’ADN par rapport à la voie cervicale bien que les résultats ne soient pas

significatifs exceptés pour les incisives.

Figure 10 : comparaison de la voie d’accès occlusale vs cervicale sur échantillon récent.
(134)
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III.4.3.2 Voie d’abord occlusale versus section transversale de
la couronne

Comme montré dans la figure 11, l’utilisation de la section transversale semble

donner de meilleurs résultats que la voie d’abord occlusale, particulièrement dans le cas

d’échantillons anciens avec de l’ADN dégradé.

Une explication possible de ces résultats est la plus grande facilité du protocole et à l’accès

endodontique avec la section transversale cervicale par rapport à la voie d’abord occlusale.

Figure 11 : comparaison de la voie d’abord occlusale vs section transversale cervicale dans
le cas d’échantillon récent et préhistoriques (134).
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III.4.3.3 discussion

L’étude porte sur un échantillon de 20 dents et l’étude ne précise pas le nombre de

dents nécessaires pour obtenir un résultat significatif. Nous pouvons mettre en doute la

puissance de l’étude ainsi que les résultats obtenus.

Cependant, ce reproche est commun aux autres études citées qui manquent de puissance

statistique car leurs échantillons sont trop restreints.

La comparaison entre la voie d’accès cervicale et la section transversale cervicale n’est pas

faite, même si nous pouvons sûrement anticiper les résultats en observant que la voie

d’accès occlusale semble meilleure que la cervicale et qu’en même temps elle semble

inférieure à la section transversale cervicale.

Enfin, ce nouveau protocole n’a pas été comparé au protocole Gold Standard ce qui

représente un problème quant à son utilisation.

III.4.4 Futur des voies d’accès directes

Dans un article paru en 2019 dans le journal Electrophoresis (132), Cafiero et coll.

ont comparé une voie d’accès directe (section longitudinale de la dent) par rapport au

protocole classique sur un échantillon de 16 dents provenant du même crâne (> 100 ans).

L’extraction d’ADN avec le protocole classique a été réalisée sur 8 dents et sur les 8 autres

le protocole direct de cette étude a été fait. Les résultats ont été analysés grâce au test

paramétrique t test pour échantillons appariés. Ils montrent de meilleurs résultats (p <

0.0001) avec leur protocole par rapport au protocole classique.

Les voies d’accès directes permettent de ne pas mélanger les différents tissus ce qui

simplifie les protocoles d’extraction d’ADN augmentant la qualité des résultats.
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Partie IV : détermination de l’âge d’un individu à
partir de la longueur de ses télomères

IV.1 La longueur des télomères à partir d’ADN dentaire et âge
chronologique

L’essor des méthodes biologiques dans l’estimation de l’âge d’un individu est freiné

par le manque de standardisation dans les méthodes et dans le choix des échantillons, ainsi

que par un manque de précision dans les résultats (134–138).

La longueur des télomères, qui reflète une réalité biologique, soumise à différents

paramètres, n’est pas un bon biomarqueur du vieillissement à l’heure actuelle en l’état des

connaissances scientifiques. Non plus qu’il ne correspond à un âge biologique précis, il ne

correspond pas plus à un âge chronologique.

Des recherches sont cependant effectuées pour déterminer si nous pouvons utiliser cette

longueur pour approximer l’âge chronologique d’un individu à partir des résidus ADN

contenus dans la dent. Selon l’étude de Ruiz et coll., qui a examiné la longueur des

télomères selon un T/S ratio à partir d’une amplification PCR, sur un panel de 91 dents

saines avulsées sur 77 patients (20 hommes, 53 femmes, 4 sans données sur l’identité

sexuelle), âgés de 15 à 85 ans (moyenne d’âge à 31 ans ± 13.17, pour les hommes à 36.46

ans ± 17.28 et pour les femmes 28.81 ans ± 11.35 ) , et examinées peu de temps après

avulsion ; la longueur des télomères est inversement proportionnelle à l’âge ( R² = 0.35,

p<0.001 ) sur les molaires (139).

Il existerait donc un raccourcissement des télomères avec l’âge.

La composition de l’échantillon et les résultats par type de dent est la suivante :

Tableau 3 : Résultats de la longueur des télomères exprimé en T/S ratio par type de dent
selon Ruiz et coll. (139)
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Après analyse mathématique, ils ont obtenu la relation suivante Y = 65.89 - 33.30X (où Y

représente l’âge en année et X représente la longueur relative des télomères exprimée sous

forme d’un T/S ratio) avec un écart-type de 9.85 ans.

Ci-dessous, les résultats obtenus avec courbe de la relation précédente :

Figure 12 : Courbe de l’âge en fonction de la longueur relative des télomères exprimée en
T/S ratio selon Ruiz et coll. (139)

Outre le fait que leurs résultats soient insuffisants à l’heure actuelle pour une utilisation

médico-légale à cause d’un écart-type trop important, les auteurs expliquent ces résultats

par le fait qu’il puisse exister une grande différence interindividuelle au sein de l’échantillon,

que la méthode par qPCR donne une corrélation moins marquée que celle par TRF et

Southern Blot car chaque technique observe un paramètre précis des télomères.

De plus, des facteurs comme le protocole non standardisé d’extraction de choix de

l’échantillon ou d’analyse des échantillons représentent des sources de variation (135–138).

Ils mettent en garde cependant sur le fait que leurs résultats doivent être pris avec prudence

car leur échantillon est petit (139).

Dans une autre étude plus récente, Ruiz et coll. (140) ont trouvé que la méthylation de l’ADN

serait un facteur plus fiable dans l’estimation de l’âge d’un individu que la longueur des

télomères.

Une limitation des études de Ruiz et coll. (139,140) est qu’il ne réalise pas d’étude sur un

échantillon ayant subi des facteurs de variations post-mortem réels comme les cas

médico-légaux.
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Ces études n’en sont pour l’instant qu’aux balbutiements et de plus amples recherches

semblent nécessaires.

IV.2  Perspectives
L’étude de la longueur des télomères comme un facteur prédictif de l’âge

chronologique d’un individu ne semble pas à l’heure actuelle une voie prometteuse bien qu’il

existe une corrélation entre la longueur des télomères et l’âge chronologique.

De plus amples études semblent nécessaires avec comme objectifs une standardisation des

protocoles d’extraction et d'analyse des échantillons ainsi que des études plus poussées

pour mieux apprécier l’influence des facteurs ante-mortem sur la composition d’ADN d’une

dent. D’autres méthodes moléculaires comme la méthylation de l’ADN semble aboutir à de

meilleurs résultats.
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Conclusion
Bien que les méthodes biologiques semblaient avoir de grands avantages par

rapport aux méthodes environnementales, notamment au sujet des individus vivants et

particulièrement pour l’estimation de l’âge des individus supérieur à 25 ans, elles en sont

aujourd’hui à leur balbutiement et manquent de précision pour de multiples raisons.

En ce qui concerne la longueur des télomères sur des échantillons d’ADN obtenus à partir

de dents, les résultats sont encore aujourd’hui imprécis car l’effet des facteurs de variations

de la longueur des télomères sont mal connus, que les facteurs de variations de la quantité

d’ADN sont encore mal expliqués particulièrement les facteurs ante-mortem. Les protocoles

d’extraction et d’analyse des résultats ne sont pas standardisés et que les échantillons des

études sont encore majoritairement petits.

Au vu des avancées actuelles, les méthodes moléculaires ne remplacent pas encore les

méthodes environnementales mais demeurent intéressantes et nécessitent des études plus

poussées.

Quant à la longueur des télomères, de trop nombreux facteurs de variations sont aujourd’hui

présents pour conclure définitivement quant à leur inutilité dans l’estimation de l’âge d’un

individu, des études plus poussées sont nécessaires, même si d’autres méthodes comme la

méthylation de l’ADN semblent plus prometteuses.

Enfin, l’étude des télomères pourrait trouver des applications en médecine, pour ralentir le

vieillissement ou bien dans la lutte contre le cancer. C’est ainsi qu’une cheffe d’entreprise

américaine a en 2016 testé sur elle-même une thérapie génique visant à augmenter la

longueur de ses télomères pour rajeunir son organisme.
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RESUME

Après près de 70 ans de développement, les techniques d’identification et surtout
d’estimation de l’âge chronologique par des techniques environnementales, dans le cadre
de l’expertise odonto-légale, trouvent leurs limites et laissent peu à peu place aux
techniques dites biologiques.
La détermination de l’âge d’un individu à partir de la longueur de ses télomères est une
des techniques biologiques qui est encore insuffisamment précise dans un cadre
médico-légal, et qui semble peu prometteuse malgré un besoin d’études supplémentaires
pour conclure à son inutilité pour déterminer l’âge chronologique d’un individu.
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