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INTRODUCTION

Dés le XIXE siecle, les dents ont été 1’objet d’études anthropologiques. Les parametres
tels que la morphologie de la dent, la taille des couronnes et des racines ainsi que la formule
dentaire étant dépendant de la génétique, leurs études permettent d’aborder les potentielles
variations inter populationnelles et les trajectoires ¢évolutives. (1) Les facteurs
environnementaux sont a I’origine ou vont faire fluctuer les phénomeénes comme 1’usure, la
présence de tartre, les pathologies carieuses, renseignant sur le type d’alimentation ou I’état de

santé. (2) La dent est donc un outil précieux.

Plus récemment, I’anthropologie dentaire s’est enrichie de I’apport d’autres champs
disciplinaires comme la biologie moléculaire avec I’étude des microbiotes du tartre de
populations anciennes. (1) (3) Dans ces collaborations pluridisciplinaires, de plus en plus
d’équipes se concentrent non pas sur 1’é¢tude du tartre, mais sur 1’utilisation du tissu pulpaire de

la dent dans I’optique d’accéder a des marqueurs du statut infectieux des populations étudiées.

Dés le Néolithique, les populations humaines ont subi des épidémies sans en
comprendre 1’origine. L’ essor de 1’¢élevage et de 1’agriculture, puis plus tard les exodes ruraux
et ses concentrations de population ont créé un terreau fertile pour I’émergence des pathogenes.
Si I’amélioration des conditions d’hygiene et les progres de la médecine ont permis le contrdle

des infections, 1’épidémie de SARS-CoV-2 nous rappelle que le risque est toujours actuel. (4)

Dans ce contexte, il est pertinent de se tourner vers 1’étude d’épidémies historiques. La peste
¢tant la plus documentée, elle sera notre fil conducteur de ce travail pour nous apprendre de
quelle maniére la pulpe dentaire, et les différentes techniques de biologie moléculaire que sont

la paléogénomique et la paléoprotéomique, peuvent nous renseigner sur les épidémies du passé.
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I. PULPE DENTAIRE ET INFECTIONS : GENERALITES

1. La pulpe

Figure 1 : Anatomie des dents (5)

L’organe dentaire se divise en deux entités : le parodonte, rassemblant les tissus de soutien de
la dent, et ’odonte, constitu¢ d’émail, de dentine, et de la cavité pulpaire. La dentine participe
a la constitution de la couronne, partie intra-orale de la dent, ou elle est recouverte d’émail,
ainsi qu’a la constitution des racines, ou elle est recouverte de cément. (Figure 1) L’émail, tissu
acellulaire, est formé de cristaux d’hydroxyapatite, lui conférant une résistance exceptionnelle.
Il fait partie, avec la dentine, des tissus les plus durs de I’organisme. On retrouve dans la cavité
pulpaire un tissu conjonctif de structure tridimensionnelle, vascularisé et innervé : la pulpe

dentaire. (6)

a. Fonction

La pulpe dentaire a pour fonction essentielle d’apporter les ¢léments nécessaires aux
cellules responsables de la dentinogénése. Afin d’assurer ce réle nutritif, le renouvellement des

cellules doit étre constant, ce qui en fait un tissu au vieillissement lent. Elle joue également un
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role sensitif, renseignant a la fois les messages douloureux mais €galement 1’évaluation de
pression, de variations thermiques, et les Iésions des tissus minéralisés. Enfin, elle présente une
fonction de réparation par I’implication de cellules pulpaires progénitrices dans des processus
de formation de « dentine de réparation », dont la maitrise semble prometteuse dans le domaine

de I’ingénierie tissulaire au service de la clinique. (7)

b. Vascularisation et innervation

Anatomiquement, la pulpe se divise en une pulpe camérale et une pulpe radiculaire. Le
systéme artérioveineux de la pulpe camérale s’organise de telle sorte que les artérioles issues
de la partie apicale de la dent se divisent en artérioles primaires et secondaires puis en pré-
capillaires et capillaires ; le flux sanguin repart par des veinules secondaires puis primaires
avant d’étre repris a I’apex par un systéme veineux plus important. Il en résulte une organisation
« en boucle » qui a pour avantage d’avoir une méme quantité de sang arrivant et drainée par le
systéme veineux, ainsi que la possibilité de dérivation d’un territoire via notamment des shunts
artérioveineux, si une agression locale provoque une surcharge ce qui permet une diffusion
limitée des toxines bactériennes. La lymphe dentaire s’organise par une diffusion centripéte et
se collecte par des capillaires lymphatiques avec une membrane basale discontinue permettant
la diffusion de la lymphe entre les cellules ce qui en favorise sa collection. Les veines
lymphatiques évacuent la lymphe pulpaire et se collectent dans les ganglions lymphatiques sous

mentaux et les chaines ganglionnaires du cou. (7)

L’innervation de la pulpe camérale se développe une fois la pulpe constituée a partir

d’axones voisins qui colonisent le territoire pulpaire par reptation ou par glissement (sprouting).
(7

Le systéme vasculo-nerveux radiculaire se met en place apres celui de la couronne puis
les deux systémes cohabitent lors de la formation de la racine et finissent par se complexifier.
Les capillaires de la pulpe radiculaire sont organisés en « filet de péche », dont la conséquence
principale est que, contrairement a la pulpe coronaire, une inflammation ou un thrombus

consécutif a une agression provoque une ischémie de tout le territoire pulpaire radiculaire. (7)

c. Composition

Comme tout tissu conjonctif, la pulpe est constituée de cellules et d’une matrice

extracellulaire.
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Figure 2 : Vue schématique des principaux constituants de la pulpe (8)

Parmi les cellules impliquées dans la vascularisation, on retrouve les cellules
endothéliales, les péricytes, et les cellules musculaires lisses qui permettent de moduler
rapidement le débit sanguin. Les axones du systéme nerveux sensitif et autonome sont les
cellules responsables de I’innervation de la pulpe dentaire. Les pulpoblastes, cellules de
structure de type fibroblastique, forment et renouvellent la matrice extracellulaire de la pulpe,
dont la viscoélasticité permet [’adaptation aux variations de pression des processus
inflammatoires. Les odontoblastes sont les cellules produisant la dentine et responsables de sa
minéralisation. Tres différenciés, organisés en palissade unicellulaire en périphérie de la pulpe
dentaire, ils ont la particularit¢ de n’avoir que leur prolongement cellulaire enclavé dans la
matrice cellulaire qu’ils sécrétent, les canalicules dentinaires. C’est la raison pour laquelle la
dentine est considérée comme un complexe dentino-pulpaire et non pas comme une entité
individuelle. Enfin, la pulpe renferme de maniere physiologique des cellules immunitaires tels

que des macrophages, des lymphocytes et des mastocytes. (Figure 2) (8)
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d. Pulpe, réaction a I’agression et circulation hématogéne des
pathogenes
Lorsque les pathogénes colonisent la trame minérale de la dent, ils créent une porte
d’entrée vers la pulpe dentaire. Dés 1’atteinte dentinaire, les pathogenes ou leurs métabolites
diffusent a travers les canalicules dentinaires engendrant une réponse inflammatoire se
traduisant par une augmentation du flux sanguin pulpaire et donc de la pression intra pulpaire

mais aussi une réponse immunitaire innée et acquise de la pulpe. (8)

Mais, du fait de sa vascularisation riche, puisqu’elle représente 15% de son volume, la
pulpe dentaire devrait aussi permettre aux pathogenes a diffusion hématogene de coloniser ce

tissu. (8)

Les premicres études allant dans le sens de cette hypotheése expérimentaient 1’effet
anachorétique de la pulpe, c’est-a-dire la fixation et la localisation de bactéries de la circulation
systémique dans les zones inflammatoires. Mais si on retrouve bien des bactéries a
dissémination hématogene dans la pulpe dentaire, les expérimentations de I’anachorese pulpaire

ne concernent que les dents qui subissent un phénomeéne inflammatoire avec ou non exposition
pulpaire. (9) (10) (11)

Les études suivantes ont donc entrepris d’expérimenter la colonisation bactérienne de la pulpe
de la dent saine par voie sanguine apres inoculation bactérienne de modéles animaux. De cette
maniere, Coxiella burnetii, I’agent pathogene responsable de la fievre Q, a été retrouvée dans
la pulpe de dents saines de cochons d’Inde infectés. Grace a cette premicre expérimentation, la
pulpe dentaire devient un spécimen intéressant pour le diagnostic de bactériémie. (12,13) En
détectant Bartonella henselae dans la pulpe dentaire de chat enterrés depuis un an, la dent

montre également le potentiel protecteur envers sa pulpe. (14)

La pulpe semble donc pouvoir étre considérée comme un réservoir de tissus associés au
systéme vasculaire. L’étude du mécanisme infectieux permet d’avoir une vue d’ensemble des

pathogeénes que nous pouvons retrouver dans la pulpe et leur fonctionnement.
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2. L’infection

Une infection se définit comme « 1’envahissement d'un organisme par un agent étranger
tel que bactérie, virus, parasite ou champignon, capable de s'y multiplier, et I'ensemble des
conséquences pathologiques qui peuvent en résulter. » (15) Les agents infectieux ou agents

pathogenes peuvent donc étre une bactérie, un virus, un parasite ou un champignon.

a. Bactéries

Figure 3 : Structure et organisation d'une cellule procaryote (16)

Les bactéries sont des organismes dit procaryotes, caractérisés par

e [’absence de membrane nucléaire et de membranes internes dans le cytoplasme,

e la présence d’une paroi cellulaire qui définit la forme et assure I’intégrité cellulaire.
Selon les bactéries, elle peut étre composée de peptidoglycanes, un polymere complexe,
ou des lipopolysaccharides peuvent entrer dans la composition des constituants
membranaires. Sur son versant interne, se situe la membrane interne, ou membrane
cytoplasmique, et sur son versant externe on retrouve, chez de nombreuses bactéries,
une capsule, élément protecteur constituée de polysaccharides. Les trois structures
forment I’enveloppe.

e et de certaines caractéristiques des constituants du cytoplasme. (Figure 3) (16)

Les bactéries présentent des diversités de formes qui caractérisent les organismes unicellulaires
dont font partie les procaryotes. On retrouve principalement les batonnets, spirales, spheres,

mais de nombreuses morphologies existent. (Figure 4) Elles mesurent entre 1 a 10 pm, elles
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sont donc 10 a 100 fois plus petites que les cellules eucaryotes®. Les bactéries se reproduisent

par division ou scission. (16)

Figure 4 : Morphologies cellulaires de quelques espéces procaryotes (16)

Les interactions entre 1’hote et la bactérie peuvent étre de plusieurs sortes : le
mutualisme, ou symbiose, ou les partenaires bénéficient chacun de [’interaction, le
commensalisme ou seul un partenaire bénéficie de I’interaction sans que cela soit bénéfique ou
nuisible a ’autre, le parasitisme ou un partenaire bénéficie de I’interaction qui est néfaste pour
I’autre. Les bactéries dites pathogenes parasitent leur hote jusqu’a leur disparition soit par le
systeme immunitaire de I’hote soit par la mort de I’hote. La pathogénicité peut étre obligatoire,
entrainant systématiquement la maladie, ou opportuniste, c’est-a-dire que 1’hdte doit €tre dans
des conditions particuliéres pour que la maladie apparaisse : une défaillance du systéme
immunitaire ou une rupture de I’équilibre du microbiote lors de dysbiose. Seuls un nombre
restreint de bactérie ont une pathogénicité obligatoire, mais ce sont pourtant ces bactéries a

I’origine de maladies qui ont le plus marquées 1’histoire (16) (Annexe 1)

Le mécanisme de la pathogénese bactérienne se fait généralement en 4 phases : la
transmission, la colonisation, 1’adhérence puis 1’invasion. Une infection comme par la
transmission de 1’agent pathogeéne depuis une source, environnementale (aliment, plantes, sol
ou eau) ou animale, a I’hote. Cette phase de transmission est suivie par la colonisation de 1’hote
par la bactérie. Les bactéries font alors face, chez ’Homme a un ensemble de défenses non

spécifiques a I’agent pathogene : défenses antibactériennes de la peau et des muqueuses, mucus,

1 Cellule eucaryote : a I’inverse d’une cellule procaryote, une cellule eucaryote se caractérise par la présence
d’un noyau séparé du reste de la cellule par une membrane.
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acide gastrique, bile au niveau du tractus digestif. L’agent pathogéne passe par une phase
d’adaptation essentielle a sa survie et a sa multiplication cellulaire, sans toutefois
s’accompagner d’une invasion tissulaire. Pour éviter 1’¢limination de 1’agent pathogene par
I’héte, il s’en suit une étape d’attachement aux tissus : surfaces solides, surfaces de cellules,
matrice extracellulaire. Puis arrive la phase d’invasion caractérisée par la capacité de 1’agent
pathogéne a envahir les tissus a partir du foyer infectieux initial : elle est trés courante chez les
bactéries pathogénes mais pas systématique notamment chez les bactéries a croissance
extracellulaire comme celles produisant des toxines locales ou diffusantes. Ce sont des
substances qui vont provoquer une modification du fonctionnement des cellules et de 1’hote de
maniére délétére. Elles peuvent étre des endotoxines ou des exotoxines selon leur nature
chimique et leur localisation : les premiéres participent a la constitution de la paroi bactérienne
et vont donc étre retrouvée lors de lyse bactérienne ou de la multiplication des agents
pathogenes a Gram négatif, les secondes sont des protéines solubles principalement sécrétées

par les bactéries avec un fort potentiel toxique méme a faible dose. (16)

b. Virus

Contrairement aux bactéries qui possedent leur propre métabolisme, les virus sont des
agents biologiques qui parasitent les cellules de maniere obligatoire : en effet, ils dépendent des
ressources de la cellule hote pour métaboliser, produire de 1’énergie ou se multiplier. Bien que
présentant une grande hétérogénéité dans leur taille (de quelques dizaines de nm a pres d’1 um),
ce sont parmi les plus petits microorganismes décrits a ce jour ; ils font prés d’un dixiéme de la
taille des bactéries et un centiéme de la taille d’une cellule animale. Dépourvus de noyau, ou
d’organite, un virus ne dispose que de son matériel génétique, protégé dans une capside
éventuellement entourée d’une enveloppe (virus nu ou enveloppé). Ce strict nécessaire lui
permet d’assurer deux fonctions: le maintien de son information génétique et, par le

détournement de la machinerie cellulaire, de leur mécanisme infectieux. (17)
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Figure 5 : Les différentes étapes de la multiplication des virus. Les principales étapes de la réplication virale
sont schématiquement représentées dans une cellule et numérotées dans l'ordre de 1 a 6. Les étapes 4, 4" et 4"

sont souvent intriquées (18)

Les virus ne se reproduisent pas, ils se répliquent. Cette réplication virale passe par
plusieurs étapes (Figure 5). La premiére phase de reconnaissance et d’attachement {1}, met en
relation les glycoprotéines de 1’enveloppe ou les protéines de la capside du virion, c’est-a-dire
le virus dans sa forme extracellulaire, et les récepteurs de la membrane de la cellule-hote a
travers une interaction irréversible spécifique. Une cellule sensible possédera le récepteur
nécessaire a I’attachement du virion, a I’inverse d’une cellule résistante qui ne peut étre infectée.
L’internalisation du génome viral se fait lors de la phase de pénétration {2} : soit par
endocytose, la membrane cytoplasmique de la cellule-hote s’invagine alors et la particule virale
se retrouve dans une vésicule membranaire au sein du cytoplasme de la cellule ; soit par fusion
des enveloppes virales et de la membrane cytoplasmique de la cellule hote, mécanisme
uniquement retrouvés chez les virus enveloppés. Au cours de la décapsidation {3} se produit la
libération du génome viral, qui sera répliqué {4’’}, transcrit {4} et traduit {4’} en protéines en
utilisant la mécanique de transcription et de traduction de la cellule. Les protéines vont alors
maturer dans le cytosol de la cellule afin de devenir fonctionnelles puis s’assembler {5} pour
ensuite étre libérées progressivement ou s’accumuler jusqu’a la lyse de la cellule et trouver une

autre cellule hote afin de perpétuer un nouveau cycle viral. (18)
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c. Immunité

Face a I’invasion par des éléments étrangers, 1’organisme va mettre en place des
mécanismes de défense : I’'immunité innée, et I’immunité adaptative. La réponse immunitaire
innée se définit comme une réponse immédiate, non spécifique au pathogene. Elle fait intervenir
des acteurs extracellulaires, entre autres les cellules Natural-Killer (NK) cytotoxiques, les
macrophages, ou encore les polynucléaires neutrophiles, et des acteurs intracellulaires, les
cytokines notamment les interférons. Son role est également de recruter I’immunité adaptative
via la maturation des cellules dendritiques, les cellules présentatrices d’antigenes. L’immunité
adaptative intervient dans un second temps. Contrairement a I'immunité innée, elle se
caractérise par la mise en place d’'une mémoire immunologique durable a la suite d’une primo-
infection. Elle permet une réponse plus efficiente en cas de réinfection. Elle est principalement
a médiation cellulaire puisqu’elle fait intervenir les lymphocytes B, les lymphocytes T CD8+
et les lymphocytes T CD4+ dits « T helper ». Les lymphocytes B maturent en plasmocytes, qui
vont produire des anticorps, molécules se fixant a des schémas protéiques spécifiques du
pathogene, appelés antigenes, afin de les neutraliser. Sous cette forme de complexes immuns,
ils deviennent la cible de la lyse cellulaire programmeée par les lymphocytes T CB8+, aidé par

les lymphocytes T CD4+.

Dans le cas d’une infection virale, le résultat de I’action du systéme immunitaire sera la

diminution de la charge virale, c’est-a-dire la quantité de virus dans le sang. (Figure 6) (18)

Figure 6 : Chronologie de la réponse antivirale. Succession des différents éléments de la réponse immune innée
et de la réponse immune adaptative a partir de la contamination. La réplication virale est en général limitée par
la réponse innée puis inhibée jusqu'a son contréle ou a l’éradication du virus par la réponse adaptative

spécifique. (18)
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Si la pulpe réagit par un mécanisme inflammatoire et immunitaire lorsque qu’elle subit une
agression infectieuse intéressant les tissus minéralisés de 1’odonte, lorsque la porte d’entrée
infectieuse n’est pas dentaire mais que sa diffusion est hématogene, la pulpe devient seulement
un témoin vasculaire de I’infection. La détection des bactéries et des virus doit donc se réaliser

de la méme maniére que pour un extrait sanguin.

d. Moyens de détection

Afin de diagnostiquer une infection, les criteéres cliniques ne sont pas suffisants car trés
peu spécifiques. Des tests de diagnostic de laboratoire sont donc indispensables. A partir d’un
¢chantillon biologique, majoritairement un prélévement sanguin, ou de salive ou de liquide
céphalo-rachidien plus rarement, on peut effectuer des tests de détection directs, ou 1’on met en
¢vidence la présence de I’agent pathogene, ou des tests de détection indirects ou I’on recherche

la réponse immunitaire a ’infection de I’hote. (18)

Dans le cas des infections bactériennes, on retrouve parmi les méthodes directes : les
examens directs microscopiques apres coloration de Gram, 1’amplification biologique par
culture bactérienne, le diagnostic moléculaire par PCR et la détection d’antigeénes bactériens.
La coloration de Gram est également connue pour permettre de distinguer et classifier les
bactéries. En effet, selon la constitution de leur paroi, elles ont une affinité tinctoriale différente
a certains colorants : cette caractéristique est a la base de la coloration de Gram. Le principe de
la technique passe par 'utilisation du cristal violet oxalaté (violet de gentiane), du lugol, de
I’alcool acétone, et de la fuchsine. Le cristal violet colore la paroi de toutes les bactéries en
violet, puis il est fixé grace au lugol. Ensuite, I’alcool acétone décolore les bactéries dont la
membrane, moins riche en peptidoglycanes, est perméable a 1’alcool. Enfin la fuchsine sert de
contre-coloration rose des bactéries décolorées par 1’alcool. Les bactéries dites « Gram
négatif », dont les lipopolysaccharides entrent dans la composition des constituants
membranaires, sont colorées en rose et les bactéries « Gram positif », constituées de

peptidoglycanes uniquement, sont colorées en violet. (19)

Parmi les méthodes indirectes, on retrouve les méthodes de détection des anticorps, fondées sur

la formation de complexes immuns. (20)
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Dans le cas des infections virales, pour les diagnostics directs, on retrouve la
microscopie €lectronique, qui n’est plus utilisée en pratique courante, la culture virale, de
nombreux virus étant capables de se multiplier sur des supports cellulaires adaptés, la détection
d’antigénes et la détection des génomes viraux. La détection d’antigéne peut se faire
directement sur 1’échantillon biologique ou sur une mise en culture cellulaire. Parmi les
techniques les plus connues on retrouve I’immunofluorescence directe et indirecte qui
consistent a marquer avec un fluorophore soit un anticorps reconnaissant 1’antigéne viral soit
un antigéne reconnaissant 1’anticorps reconnaissant I’antigéne viral. Citons également
I’immuno-enzymologie, basée sur le méme principe que I’'immunofluorescence mais ou le
marquage se fait avec une enzyme dont I’ajout de son substrat provoque une réaction colorée ;

le test le plus connu étant le test ELISA, utilisé sur des échantillons biologiques plutdt liquides.

Parmi les diagnostics indirects, on va chercher a détecter les anticorps spécifiques, ou a détecter
les interférons. En détectant les anticorps spécifiques, issu de la réponse immunitaire adaptative,
on peut également détecter le statut vaccinal d’un individu, ou dater la primo-infection virale.
De nombreuses méthodes peuvent étre utilisées mais la plus courante est I’immuno-

enzymologie. (18)

Les méthodes utilisées dans la détection des génomes pour les diagnostics d’infections virales
et bactériennes sont a la base de la paléogénomique des maladies infectieuses. Lorsque les
agents infectieux se transmettent d’homme a homme, ils peuvent provoquer des problemes de

santé publique et conduire a un phénoméne épidémique voir pandémique.

e. Pandémie, épidémie : I’exemple de la peste.

Les maladies infectieuses restent aujourd’hui une cause majeure de déces au niveau mondial,
puisqu’elles étaient responsables, en 2002 de 26% de la mortalité globale. Leur impact présente
de grosses disparités selon les continents et au sein méme des régions. Si de nouvelles maladies
émergent en raison de I’apparition de nouveaux pathogénes tels que le VIH responsable du
SIDA ou le variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob, on observe également des réémergences
de maladies dites « anciennes » telles que la tuberculose ou la peste dont une résurgence a été
décrite en 1994 en Inde. Elles redeviennent ainsi des menaces sérieuses pour la santé publique

notamment lorsque certaines souches bactériennes deviennent résistantes a tous les traitements
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de premicre intention et a certains traitements de seconde intention comme c’est le cas pour le

bacille de Koch responsable de la tuberculose. (16) (21)

En épidémiologie, la distinction est faite entre une épidémie, qui se caractérise par une infection
localisée géographiquement et sur une courte période, et une pandémie ou I’infection part d’une
zone localisée puis s’étend au monde entier. Les facteurs favorisant la survenue d’une épidémie
sont multifactoriels et concernent aussi bien la virulence ou le mode de transmission des

pathogénes, que les mouvements de populations et I’érosion de la biodiversité. (22) (23)

Le cotlit humain et économique de ces crises sanitaires peut marquer durablement les sociétés,

comme illustré par I’exemple de la peste.

La peste est une maladie infectieuse causée par la bactérie Gram-négatif Yersinia pestis,
issue du méme genre que la bactérie Yersinia pseudotuberculosis. Ces deux bactéries different
en termes de virulence et de transmission. Présente en Europe, Asie, Afrique et aux Amériques,
les hotes principaux de Y.pestis sont les rongeurs. La transmission entre les hotes est facilitée
par les puces, notamment Xenopsylla cheopis, une espece spécifiquement liée au rat noir Rattus
rattus. En effet, Y. pestis colonise la puce en y formant un biofilm qui bloque une portion
antérieure de son estomac, le proventricule. Ce phénotype est déterminé par I’activité du geéne
ymt (Yersinia murine toxin), présent sur le plasmide pMT1 de Y. pestis et absent chez Y.
pseudotuberculosis. En conséquence, le biofilm créé empéche le sang, dont se nourrit la puce,
d’entrer dans son systéme digestif, la laissant affamée. En réaction, 1’insecte intensifie son
comportement d’alimentation et favorise alors la transmission de Y. pestis aux hotes non
infectés.

Chez I’Homme, la peste peut se présenter sous trois formes : la peste bubonique, la peste
pneumonique, ou la peste septicémique. La peste bubonique est la forme la plus commune et
peut causer jusqu’a 60% de mortalité en I’absence de traitement. Dans cette forme de la peste,
a la suite d’'une morsure de puce infectée, les bactéries disséminent jusqu’au nceud lymphatique
le plus proche qu’elles envahissent en masse provoquant des gonflements appelés bubons. Elles
peuvent également provoquer une peste septicémique secondaire et envahir les poumons,
causant une atteinte pulmonaire secondaire. Ces deux formes sont hautement Iétales
puisqu’elles atteignent 100% de mortalité lorsqu’elles sont non traitées. Seule la forme

pulmonaire a une transmission interhumaine. (24)

En 1347 se propage la peste noire par les routes commerciales maritimes et fluviales entrainant

des pertes humaines importantes puisqu’un quart des villages est détruit et prés de la moitié de
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la population d’Europe occidentale meurt. Devant cette mortalité exceptionnelle, qui en plus
touche particulierement les prétres qui s’occupent des mourants, la population alla jusqu’a
remettre en question ses croyances religieuses. Emerge alors un cynisme populaire généralisé
a I’égard de 1’église et de son statut, qui servit de base a la Réforme. Cette épidémie meurtricre
marque également la structure sociale de la société. La paysannerie, se trouvant dans une
position plus forte que la classe dirigeante, instaure une série de révoltes qui contribue a la fin
du servage dans la plupart de I’Europe occidentale. Or I’Europe orientale, bien moins touchée
par la peste noire en raison de sa faible densité de population, voit le servage perdurer jusqu’a
son abolition en 1861 par le tsar Alexandre II en Russie. Certaines hypothéses postulent que
cette différence de statut des travailleurs agricoles aurait contribué, dans une certaine mesure,

aux différences économiques, toujours subsistantes aujourd’hui en Europe. (21)

L’impact des maladies infectieuses au niveau populationnel peut, dans certaines conditions, étre
marquant et durable. Le diagnostic de ces infections bactériennes ou virales peut se faire par
des moyens de détection nombreux utilisés sur un prélévement sanguin, échantillon biologique
le plus communément utilisé. La structure de la pulpe en fait un extrait sanguin protégé dans
une gangue de tissus minéralisés. Devant la résurgence de certaines maladies infectieuses dites
« anciennes », I’anthropobiologie a tout intérét a se pencher sur la pulpe dentaire pour y

chercher des informations concernant nos épidémies du passé.
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II. PALEOGENOMIQUE ET PALEOPATHOLOGIE DE
LA PULPE DENTAIRE

La paléogénomique est un champ disciplinaire qui s’intéresse a la détection et a I’analyse des
molécules d’ADN ancien. Elle nécessite une connaissance approfondie de I’organisation de

notre génome. (1) (25)

1. ADN, organisation du génome et ADN ancien

L’acide désoxyribonucléique, molécule composant principalement notre génome,
représente un ensemble de plusieurs nucléotides, organisés en deux brins complémentaires et
antiparalleles. Chaque nucléotide se compose d’une base azotée, d’un phosphate et d’un sucre.
Les différentes bases azotées sont a 1’origine des variations de nucléotides : thymidine,
adénosine, guanosine, cytidine. L’organisation par paire (AT et CG) de ces nucléotides via des
liaisons hydrogénes sont responsables de la structure en double brins de ’ADN. (26) (27)
(Figure 7)
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Figure 7 : Structure d'un nucléotide en fonction de la base : pyrimidique pour la cytidine et la thymidine,
purique pour l'adénosine et la guanosine (en haut). Organisation par paire des nucléotides complémentaires par
des liaisons hydrogenes (en bas) (28)

Les molécules d’ADN sont retrouvées dans le noyau mais également dans les
mitochondries, usine énergétique de la cellule. Chez I’homme elles forment 46 molécules
présentes dans le noyau ou elles s’organisent sous la forme de 23 paires dans chaque cellule, a
I’exception des gametes ou cellules sexuelles qui sont des cellules haploides, ce qui signifie
qu’on retrouve uniquement 23 molécules d’ADN. Lors de la fécondation les deux gametes
fusionnent leur matériel génétique haploide pour donner un zygote au génome diploide a partir
duquel dériveront toutes les cellules de I’organisme. L’ensemble de ce matériel génétique est
appelé le génome et se divise donc en génome nucléaire et génome mitochondrial. Le génome

humain contient 3 milliards de paires de bases. (26) (27)

Les genes correspondent a une partie de I’ADN qui va étre transcrite en acide
ribonucléique ou ARN dans le noyau afin de transporter I’information génétique dans le
cytoplasme ou une partie de I’ARN va étre traduite en protéines apres €pissage. Ces €tapes sont
possibles grace a la complémentarité des bases ADN et ARN a ’exception de la thymine qui
devient I’uracile dans la molécule d’ARN mais aussi grace a la correspondance entre triplets de
bases ou codons et acides aminés. 64 codons existent, dont 3 ne codent pour aucun acide aminé,
ce sont les codons stop qui marquent la fin de la traduction. Les 61 codons suivants codent pour
22 acides aminés ; certains triplets codent pour plusieurs acides aminés ; on dit du code

génétique qu’il est dégénéré. (Figure 8) (26) (27) (29)
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Figure 8 : Code génétique dégénéré. Dans I’ARN messager, les 4 bases spécifient des triplets de codons. INIT et
TERM indiquent les codons d’initiation et de terminaison. (29)

Les molécules d’ADN ne se présente pas sous forme libre dans le noyau. Elles forment
un complexe autour de protéines basiques, les histones, présentes sous 5 formes dont H2A,
H2B, H3, H4 vont s’organiser en octamere autour duquel s’enroulent ’ADN ; H1 viendra
stabiliser cette structure, appelée nucléosome. L’enchainement des nucléosomes, comprenant
chacun 146 pb, prend I’aspect en microscopie ¢électronique d’un « collier de perles ». Cet
ensemble est ensuite compacté sur la forme de fibre chromatinienne. La chromatine va pouvoir
se condenser sous forme de chromosomes lors de la métaphase de la division cellulaire afin de

faciliter les échanges de matériel génétique. (Figure 9) (26) (27)
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Figure 9 : Différents états de compaction de 'ADN (lllustration G. Blanchet) (28)

A la partie globulaire des histones s’ajoute une extrémité libre N-terminale appelée
« queue d’histone », cible de modifications post-traductionnelles responsables du degré de
compaction de la fibre chromatinienne, le « code des histones ». En compactant ou en relachant
la chromatine, on contrdle la transcription des genes ; ainsi les parties en conformation fermée,
ou la chromatine est compactée, laisseront moins d’accés a la machinerie transcriptionnelle
contrairement aux zones de génome moins compactées ou la transcription sera plus active. Dans
un méme organisme, on peut donc trouver des cellules avec un génotype identique mais au
phénotype divergent en raison des compactions différentes des régions contenant des genes
spécifiques aux fonctions de ces cellules. Cela fait partie de I’épigénétique, qu’Adrian Bird
définit comme « 1’adaptation structurelle de régions chromosomiques permettant d’enregistrer,
de signaler ou de perpétuer des états d’activité modifiés » et que nous pouvons simplifier par le

controle de la transcription génique indépendant de la séquence nucléotidique. (26) (30)

Si le code génétique est considéré comme universel car il est le méme pour la quasi-
totalité des especes vivantes, son organisation varie chez les procaryotes. (26) La grande
majorité des procaryotes est haploide, quoique leur nombre de copies de chromosomes puisse
varier. L’ADN n’est pas confiné dans un compartiment clos mais est structuré par des protéines,

en une organisation appelée nucléoide. 1 est présent généralement sous la forme d’une molécule
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circulaire unique, présente parfois en plusieurs copies dans les cellules. En plus des genes
essentiels, nécessaire a la viabilité de 1’organisme procaryote, on retrouve des génes accessoires
(Eléments génétiques accessoires ou EGA), parfois retrouvés libres dans le cytoplasme ou leur
réplication sera alors un mécanisme autonome. Les EGA sont responsables du potentiel
adaptatif des procaryotes et sont a 1’origine de 1’individualité de chaque espece et sous espece

de procaryote. (16)

Lorsque I’ADN est retrouvé sur des restes historiques, archéologiques ou
paléontologiques, on parle alors d’ADN ancien. Si I’ADN peut se conserver dans le temps, il
n’en demeure pas moins extrémement dégradé. Les dommages et modifications post-mortem
qu’il accumule au cours du temps peuvent étre caractérisés. On retrouve beaucoup de
fragmentations des brins, notamment au niveau des bases puriques, de modifications de bases
voir des sites abasiques. Les principales modifications de bases retrouvées sont les
désaminations des cytosines en uraciles ou, lorsque les cytosines sont méthylées, leur
désamination en thymines. Ce genre de modifications interviennent particuliérement aux

extrémités des molécules d’ADN. (Figure 10) (31)

Modifications post mortem de I’ADN

Figure 10 : Différents types de molécules d’ADN ancien fréquemment retrouvées. En rouge : désamination de

cytosine en uracile. En bleu : désamination de cytosine méthylée ("C) en thymine. En vert : site abasique. Les

barres verticales représentent des cassures dans les simples brins d’ADN. R = purine Y = pyrimidine. D aprés
Orlando et al. 2015 (31)

L’ADN, en tant que support de I’information génétique des individus et des organismes,
est I’objet d’étude essentiel pour connaitre les populations et pathogeénes du passé. Pour

I’¢étudier il faut donc le séquencer, ¢’est-a-dire déterminer la succession linéaire des bases A, C,
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G, T qui le compose. L’ADN ancien endogene c’est-a-dire appartenant a 1’individu est
cependant réguliérement noy¢ dans des quantités importantes d’ADN environnemental. Cette
contamination se retrouve a des niveaux tres aléatoires dans les piéces. Réussir a sélectionner

I’ADN qui nous intéresse est un des challenges rencontrés en paléogénomique. (32)

2. Outils et techniques en paléogénomique

Si I’avénement de la paléogénomique eu lieu en 1984, par le séquencage d’un fragment
d’ADN du quagga, une espece de z&bre disparue, elle se développe surtout grace a I’apparition
de la Polymerase Chain Reaction, ou PCR (33) (34). Cette technique développée par Mullis en
1986, permet d’amplifier de I’ADN in vitro, donc d’obtenir un trés grand nombre de copies de
fragment d’ADN. Elle se déroule en 3 phases. Une premiére phase consiste a dénaturer la
molécule d’ADN par une température de plus de 80°C qui ne permet pas le maintien des liaisons
hydrogéenes de la double hélice et va donc séparer les deux brins d’ADN. Lors de la seconde
phase, des petites séquences d’ADN spécifiques de la séquence a amplifier sont introduites, la
température est diminuée afin que les liaisons hydrogenes puissent se reformer et permettre
I’hybridation des amorces a la molécule d’ADN. La troisi¢me phase d’¢longation consiste a
synthétiser la molécule d’ADN complémentaire a partir des amorces. Pour cela, on utilise une
enzyme ADN polymérase qui se fixe aux amorces et qui va utiliser un mélange
d’oligonucléotides ajoutés dans la réaction pour répliquer la molécule d’ADN. Au cycle
d’apres, les néo molécules d’ADN sont a leur tour utilisées comme matrice pour une nouvelle
réaction de PCR. En général, entre 20 a 40 cycles sont nécessaires pour obtenir un taux honnéte
d’ADN. Théoriquement, chaque cycle double la quantité d’ADN du cycle précédent?. La force
de la PCR réside sur le fait que la quantité d’ADN de départ n’est pas un facteur limitant et que
nous pouvons amplifier des séquences a partir de quantité infinitésimale d’ADN. (34) (35) La
PCR permet une reproduction a I’identique d’une séquence d’ADN et donc la rend détectable

et lisible. (Figure 11) (1)

21 cycles de PCR permettent en théorie de produire 2" copies de la séquence ciblée (amplicon). I est ainsi
possible d’obtenir plus d’un million de copies en une vingtaine de cycles de PCR.
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Figure 11 : Principe de l'amplification de I'ADN par PCR (28)

Derricre elle va étre suivie d’'une méthode de séquencage de I’ADN. Historiquement,
deux méthodes sont arrivées simultanément a la fin des années 1970 : la méthode de Maxam-
Gilbert et la méthode Sanger. Mais c’est rapidement cette derniere qui s’est principalement
développée et reste encore aujourd’hui majoritairement utilisée en pratique clinique. Elle est
basée sur le principe suivant, décrit par Lamoril et al. en 2008 : a partir de I’ADN amplifié puis
dénaturé en simple brin, et a ’aide une amorce spécifique et complémentaire du brin étudié,
une ADN polymeérase effectue la synthése de I’ADN complémentaire, en ajoutant de maniere
aléatoire et inconstante des didésoxyribonucléotides triphosphates (ddNTP) marqué a 1’aide de
4 fluorophores différents (pour les 4 bases). Lorsqu’un ddNTP est ajouté, ne possédant pas de
groupe hydroxyle en 3’ qui permet la suite de la polymérisation, la réaction d’élongation
s’arréte. En fin de réaction, on obtient des fragments de tailles différentes puisque
statistiquement, au cours de la réaction, pour chaque base de ’ADN cible, un ddNTP marqué

est ajouté au moins une fois a la place d’un ANTP. On proceéde ensuite a I’analyse de la réaction
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par électrophorése capillaire® a 1’aide d’un automate de séquencage. Lors de la migration,
chaque fragment qui se termine par un ddNTP marqué par le fluorophore sera excité par un
laser envoyant un signal analysé par un logiciel spécifique qui présentera la séquence étudi¢e

sous la forme d’un électrophorégramme. (32)

Figure 12 : Principe du séquencage selon la méthode Sanger (32)

En pratique, I’utilisation de la PCR dans la détection et ’analyse d’ADN ancien présente
des écueils. Tout d’abord, une PCR fonctionne a son optimum sur des fragments d’ADN longs
et bien préservés, soit a I’opposé de ce qui caractérise les fragments d’ADN ancien, et ne permet
que de cloner des fragments de petite taille, rendant inaccessible le séquengage de génomes
nucléaires humains ou bactériens complets (1) (37) (38). De plus, les échantillons d’ADN
ancien requierent un nombre élevé de cycle de PCR pour obtenir une amplification correcte,
rendant la technique extrémement sensible a la contamination par I’ADN moderne. De surcroit,
la reproductibilité expérimentale est assez basse, les résultats étant difficiles a authentifier ou
valider. (39) De fait, la PCR reste controversée pour les études d’ADN anciens notamment

bactériens, amenant certaines études ayant identifié a partir de techniques PCR le pathogene

3 Electrophorése capillaire : « technique d’analyse de composés en phase liquide (...) mise en ceuvre au sein d’un
capillaire de faible diamétre, rempli d’un électrolyte de séparation et requiert 1’application d’un champ
électrique. » (36)
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Yersinia pestis dans des échantillons archéologiques a étre débattues sur leur authenticité et leur

reproductibilité. (39) (40) (41) (42) (43) (44)

Afin d’améliorer le rendement, de nouvelles machines ont permis de mettre au point la
méthode shotgun, ¢’est-a-dire un séquencage aléatoire global. Cette technique consiste en une
fragmentation du génome entier en petits fragments d’ADN qui sont ensuite chacun intégré au
sein de bulles d’émulsion ou au sein de plasmides afin de créer une bibliothéque de fragments
d’ADN simple brin. Ils sont ensuite amplifiés par PCR puis séquencés par la méthode Sanger.
Cette technique permet la multiplication en paralléle de 1’amplification et du séquencage.
Ensuite, les séquences sont alignées et recoupées informatiquement par chevauchement.
Beaucoup de séquences vont se chevaucher en bloc appelé « contig » et des trous (ou gap) de
séquence apparaitront. A I’aide d’amorce de PCR construites a partir des contigs, on amplifie
en direction de ces trous puis on séquence pour les combler. Cette technique est majoritairement
utilisée pour le séquencage de génomes de petite taille comme ceux des bactéries. Or, au niveau
de I’ADN ancien, elle présente également une limite majeure : la plupart des fragments obtenus
sont non identifiables soit car ils sont trop courts, soit car ils n’ont jamais été identifiés

auparavant. (32) (38) (45)

Une autre piste d’optimisation du séquengage, a été de cibler la problématique le plus
en amont possible et de chercher de nouveaux réservoirs 8 ADN pour définir lequel était le plus
intéressant. Si les poils et les cheveux ont été le support de choix pour obtenir de I’ADN
endogene par leur capacité a étre décontaminés de I’ADN moderne sans impacter le matériel
génétique qu’ils contiennent, c’est cependant 1’os pétreux, extrémement dense et trés peu
remani¢ au cours de la vie qui fournit la meilleure quantité d’ADN endogéene. (46) (47) Parmi
les tissus dentaires, réguliérement utilisés en raison leur préservation exceptionnelle au cours
du temps, le cément est également un tissu de choix pour analyser I’ADN endogeéne. Mais c’est
la pulpe qui est bien le tissu le plus intéressant pour analyser I’ADN de pathogenes anciens.
(48) (49) La protection fournie par les tissus minéralisés limite la détérioration de I’ADN qu’elle
contient dans le temps et sa vascularisation permet la circulation des pathogenes par voie
hématogéne, a la différence de 1’os pétreux. De plus, les infections aigués n’induisent
généralement pas de 1ésions osseuses a I’inverse des infections plus chroniques. Par conséquent
si les infections ont été mortelles en phase aigué, comme dans le cas d’individus issus de
contextes épidémiques ne présentant pas de diagnostics paléopathologiques squelettiques
d’infection, le matériel d’étude préférentiel est la pulpe dentaire. (24) La présence de la dent

sur I’arcade ou incluse dans le tissu osseux, avec un apex €difié et sans contact avec le milieu
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environnant sont des critéres permettant de sélectionner les échantillons dentaires susceptibles
de contenir de I’ADN relativement préservé. Pour recueillir la pulpe dentaire, plusieurs
méthodes existent. La méthode par fracture longitudinale consiste a inciser la surface dentaire
avec un disque diamanté stérile, puis de réaliser la fracture a 1’aide d’un syndesmotome
introduit dans le trait d’incision ; la pulpe est alors prélevée a 1’aide d’une sonde dentaire. Dans
la technique de recueil endocanalaire, 1’utilisation d’une sonde endodontique stérile permet de
prélever les tissus pulpaires aprés I’aménagement d’une voie d’accés coronaire. Enfin, la
méthode par broyage de la totalité de la dent est la plus utilisée en paléogénomique. Quelle que
soit la méthode choisie, il faut veiller a ne pas surchauffer I’échantillon dentaire au risque d’y
léser I’ADN ancien qui s’y trouve. (50)

Ces conclusions permettent de cibler le choix des réservoirs en fonction de la problématique de

I’étude, et donc de perfectionner 1’extraction et I’analyse de I’ADN ancien. (38)

Mais c’est réellement a partir des années 2006, avec les séries d’innovations technologiques
des entreprises telles que Roche 454 ou Illumina, que la paléogénomique fait un bond en avant
en rentrant dans le « Next-Generation Sequencing (NGS) » : le séquengage plus rapide, plus
complet, moins cher de I’ADN ancien. (38) (51) Le NGS regroupe a la fois une méthode de
préparation des échantillons, de séquencage et d’analyse des données. Une des nouveautés
apportées par le NGS consiste en la constitution de librairies en amont du séquengage : ce sont
des constructions moléculaires ou 1’on va rajouter, a chaque fragment d’ADN cible, des
adaptateurs. Ces morceaux d’ADN artificiels dont on connait la s€quence vont pouvoir étre
utilisés en achetant des amorces de PCR qui leur sont complémentaires pour lancer notre
amplification. Il existe de nombreuses techniques de construction de librairies, mais trois sont

réguliérement rencontrées en paléogénomique (37) (38) :

e Les librairies d’ADN double brin. Dans ce type de librairie, I’ADN ancien est d’abord
réparé sur sa partie terminale. On va ensuite lui lier des adaptateurs double brin. La
ligature produisant des trous au niveau de la jonction, les brins seront ensuite réparés
dans I’optique d’obtenir une librairie double brin exempte de cassures simple brin.
(Figure 13). Introduites a 1’origine par Roche 454, ce type de librairies présente deux
limites majeures. D’abord, comme la ligature de 1’adaptateur est aléatoire, une partie
des constructions ne contient pas les 2 adaptateurs et ne pourra pas €tre séquencée. Une
autre limitation possible est la formation de diméres d'adaptateurs pendant la ligature ;

s'ils sont amplifiés et s€quencés, ces déchets diminuent la capacité de séquencage. (37)
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Figure 13 : Librairie ADN double brin. Les groupes phosphate en 5’ sont représentés par des cercles noirs, les
cassures d’ADN simple brin sont représentée par des barres verticales, les adaptateurs double brin en bleu.

D’aprés Orlando et al. 2015 (37)

Les librairies d’ADN double brin par le principe de ligature T/A. Pour construire ce type
de librairie aussi appelée « A-tailed », ’ADN ancien est réparé a son extrémité
terminale puis une adénine est ajoutée en 3’ du brin pour faciliter la ligature suivante a
des adaptateurs « T-tailed », tout en empéchant les ligatures entre paires d’adaptateurs.
Les adaptateurs sont typiquement en forme de Y (c'est-a-dire qu'ils sont
complémentaires a I'extrémité arriere en T mais ont des bras non complémentaires a
l'autre extrémité). L'utilisation de tels adaptateurs non complémentaires distincts permet
un séquencage unidirectionnel ultérieur le long du fragment. Les trous résultants de la
ligature sont remplis par PCR post-ligature. (Figure 14) Cette stratégie de construction
de librairie, proposée par Illumina, semble étre peu optimisée pour I’ADN ancien,
notamment car les échantillons débutant par des thymines sont traités moins
efficacement pendant la ligature. Ainsi, la fraction, souvent importante en ADN ancien,
de molécules contenant des résidus de cytosines désaminées (analogues de la thymine)

a leurs extrémités terminales ne vont pas étre comprises dans ces librairies. (37)
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Figure 14 : Librairie ADN double brin par ligature T/A. Les groupes phosphate en 5’ sont représentés par des
cercles noirs, les cassures d’ADN simple brin sont représentées par des barres verticales, les adaptateurs double
brin en bleu. D apreés Orlando et al. 2015 (37)

e Les librairies ADN simple brin. Pour la construction de ce genre de librairies, ’ADN
ancien est d’abord dénaturé en simple brin puis ligaturé a un premier adaptateur
biotinylé¢ simple brin avant d’étre étendu par la Bst polymérase qui génére le brin
complémentaire. Un second adaptateur est ligaturé a Dextrémité 3’ du brin
complémentaire pour permettre I’amplification et le séquencage futur. L’inclusion de
biotine dans le premier adaptateur permet, grace a son affinité¢ avec la streptavidine
recouvrant une bille paramagnétique, de réaliser une étape de purification avec une perte

minimale d’ADN. (Figure 15) (37)
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Figure 15 : Librairie ADN simple brin. Les groupes phosphate en 5’ sont représentés par des cercles noirs, les
cassures d’ADN simple brin sont représentées par des barres verticales, les adaptateurs en bleu, la biotine en
rouge et la bille paramagnétique enrobée de streptavidine en gris. D apres Orlando et al., 2015 (37)

La construction de librairie et I’amplification PCR qui en résulte sont, toutes les deux,
sources d’erreurs. Cependant, la constitution de librairies permet de mettre en place des
techniques d’enrichissement, qui permettent de sélectionner certains fragments d’ADN
d’intérét. La méthode de capture en phase solide est une technique d’enrichissement
régulierement retrouvée en paléogénomique. Elle consiste a utiliser des sondes ciblant des
¢léments connus du génome cible. Cette technique est une alternative au séquencage shotgun
et a la PCR en temps réel et peut permettre de screener plus de 100 pathogenes en paralléle.
(52) Particuliérement appropriée pour identifier les pathogeénes anciens qui laissent souvent trés
peu de traces sur le squelette, elle présente cependant des limites. En effet, la détection des
régions tres divergentes du génome est faible et certaines régions génomiques présentant de
grands réarrangements (comme des insertions de longs fragments d’ADN) sont oubliées.
Beaucoup la définissent comme une technique « d’appauvrissement » puisqu’on ne trouve dans

le produit final que ce qu’on y a cherché en amont (37) (38).

A la suite de la construction de ces librairies, les fragments d’ADN sont amplifiés puis
séquencés. Le NGS a permis le développement de différents types de séquengage mais le
principe de base reste le méme que pour la méthode Sanger : pour chaque nucléotide incorporé
un signal est détecté par le séquenceur. C’est la nature du signal qui différencie les méthodes :

signal lumineux pour le séquencage par synthése d’Illumina et pour le pyroséquencage de
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Roche 454, ou une variation de pH pour le séquencage par détection des ions H+ pour Proton

Thermofisher. (53)

Ces innovations techniques ont permis de faire un bond en avant en la paléogénomique.
Mais la possibilité de séquencage de génomes entiers pose un nouveau probléme : la gestion
des données. En effet, le génome humain étant composé de 3Gpb, son séquencage nécessite des
serveurs informatiques susceptibles de lire et stocker ces données. Les données brutes sont des
intensités lumineuses converties ensuite en données de séquengage : ce sont les données
primaires. En fonction de 1’échantillon, du génome de référence, la séquence va étre alignée a
I’aide d’algorithme : ce sont les données secondaires. Ce traitement post séquencage engendre
une perte des données. La bioinformatique occupe une place essentielle en paléogénomique : si
le séquencage permet de fournir un support de lecture, I’analyse informatique traduit ce support
en données exploitables. Pour cela, de plus en plus de pipelines* informatisés sont apparus : il
s’agit d’algorithme de lecture permettant de répondre a une question posée. PALEOMIX,
BLAST sont deux exemples de pipelines utilisés en paléogénomique des bactéries anciennes.
(38)
Grace au NGS, la paléogénomique a progressé de maniere exponentielle au cours des dernieres
décennies. L’innovation technique, I’innovation informatique et la recherche de nouveaux
réservoirs d’ADN ont permis d’adapter les protocoles pour répondre a une question
anthropologique précise. Quels peuvent étre les apports de la paléogénomique dans le cadre

plus restreint de la discipline appliquée a 1’étude des maladies infectieuses ?

3. Apports de la paléogénomique : I’exemple de la peste

Yersinia pestis, la bactérie responsable de la peste présentée en premicre partie de ce
travail, est le pathogene le plus étudi€ en paléogénomique. L utilisation de séquengage shotgun,
de technique de capture en phase solide ou en solution suivi de séquengage NGS sur des
échantillons de pulpe dentaire ont permis d’¢largir la compréhension de I’émergence et de

I’évolution des différentes épidémies de peste.

4 Le terme « pipeline » est communément admis dans la communauté scientifique pour décrire une succession de
traitements automatiques du signal au travers d’une chaine de logiciels et d’algorithmes. Il s’emploie dans de
nombreux domaines, notamment en génomique, pour 1’analyse des génes humains et de leurs fonctions.
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L’¢tude de I’ADN ancien permet de déduire que Yersinia pestis et Yersinia

pseudotuberculosis auraient divergé entre 13 000 et 79 000 AP°. Les premicres traces d’ADN

de Yersinia pestis ont été retrouvés sur des restes humains datant du Néolithique et de 1’age de

Bronze, suggérant la circulation de la maladie il y a 5 000 ans. (54) Les analyses génomiques

démontrent que les bactéries datant de cette époque n’avaient pas acquis les facteurs de

virulence qui permettent la réalisation du cycle de transmission de la bactérie : le géne ymt était

notamment absent de ces souches, empéchant la colonisation par Y. pestis du systeme digestif

de la puce. La transmission de Yersinia pestis par la puce étant nécessaire dans le

développement de la peste bubonique, les analyses concluent que cette forme de la maladie

n’était pas présente a ces périodes de I’histoire. La peste bubonique est en réalité¢ associée a

trois grandes épidémies historiques (55) :

La peste de Justinien, qui débute en 541 et s’étend a travers I’Europe jusqu’en 750
environ. Les analyses phylogénétiques réalisées sur des génomes de Y. pestis issus de
dents d’individus du sud de I’Allemagne dont la datation correspond a cette premicre
épidémie montrent qu’il s’agit d’une lignée désormais éteinte cependant proche des
lignées contemporaines chinoises, proposant une origine asiatique de la peste
justinienne. Cette théorie est appuyée également par la publication de deux génomes de
Y. pestis des actuelles montagnes du Kirghizstan, datés plus précocement du II° et I1I°
siécle, qui partagent un ancétre commun avec les génomes évoqués précédemment.
Cependant, sans ’analyse de génomes issus du bassin Méditerranéen, région clef de
I’entrée de la maladie en Europe, afin de s’affranchir des biais d’échantillonnage due a
I’omniprésence du panel asiatique, cette théorie reste hypothétique. (56)

La peste noire de 1347-1353, qui a décimé la population européenne d’environ 50% en
5 ans et dont les vagues ont continu¢ jusqu’au X VlIlle siecle. (57) Si les analyses PCR
ont suggéré deux phylogénies distinctes et ont émis 1’hypothese que cette épidémie tire
son origine de plusieurs vagues indépendantes d’introduction en Europe, les analyses
du génome entier de plusieurs localisations européennes différentes montrent un
manque de diversité des lignées et concluent a une seule vague d’entrée de la maladie
avec une diffusion rapide dans le continent. (55) (58) Une seconde lignée, désormais
éteinte, issue de cette épidémie, serait a I’origine de la grande peste de Marseille (1720-

1722) et aurait pu entretenir les vagues de peste jusqu’au XVIlle siecle. (58) (59) (60)

5 AP : avant présent.
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e Latroisieme et plus récente épidémie débute a la fin du XIXe siecle en Chine, elle est a
I’origine de la découverte de I’agent infectieux par Alexandre E.J Yersin a Hong-Kong
en 1894. Grace a des techniques de capture utilisant des sondes créées a partir du
génome de Yersinia pseudotuberculosis, Spyrou et al. en 2016 ont démontré que cette
troisieme €pidémie avait pour origine les lignées européennes de I’épidémie de peste
noire qui s’¢étaient alors dispersées vers 1’ Asie pour étre a 1’origine des épidémies plus
contemporaines de peste. (58) L’épidémie s’est propagée via les routes maritimes et

serait responsable de certaines épidémies comme celle de Madagascar.

Ainsi, la paléogénomique appliquée a I’infectiologie permet d’enrichir cette discipline de
plusieurs maniéres (24) :

o D’abord en utilisant les pathogénes comme des fossiles moléculaires pour renseigner
sur la chronologie des épidémies passées, au méme titre que 1’étude paléopathologique
des ossements, 1’analyse des sources historiques ou la microbiologie des lignées
bactériennes contemporaines.

« Egalement en étudiant les relations évolutives au sein des espéces. On peut ainsi
déterminer des phylogéographies microbiennes qui permettent de comprendre les
différents processus qui influencent la diversité bactérienne a travers le temps et sa
distribution spatiale. On peut également ¢lucider les événements de transmission
zoonotique ou anthroponotique, révélant des réseaux de maladies et leurs interactions
dans le temps. Ces analyses sur 1’évolution sont liées a la taille, a la qualité des
échantillons ainsi qu’a leur distribution spatiale. Par conséquent les échantillons
incomplets de I’ADN ancien et des lignées modernes microbiennes représentent un défi
dans ces études diachroniques des relations inter-especes.

o Enfin, I’étude des génomes des anciens pathogénes permet également de déduire les
moments de divergence entre espéce grace a la datation moléculaire. Le principe de
I’horloge moléculaire allégue que 1’évolution d’un génome a lieu en fonction du temps
et que donc la distance génétique entre deux étres vivants est proportionnelle a leur
temps de divergence. Donc en datant les génomes a ’aide des artefacts archéologiques,
de la datation radiocarbone ou des informations contextuelles on peut faire des

déductions sur les différents timings de divergence.
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La paléogénomique présente cependant plusieurs limites. D’abord la contamination de
I’ADN ancien par I’ADN moderne est une préoccupation présente a toutes les étapes : lors des
manipulations de laboratoire (des manipulateurs, des réactifs, d’un échantillon a I’autre), lors
des fouilles par ’ADN humain des fouilleurs, mais aussi par la contamination intrinséque
(bactéries du sol, de la décomposition, présence d’animaux ou d’autres humains dans la tombe).
Elle peut étre limitée des controles expérimentaux ou un témoin négatif est rajouté a chaque
¢tape de la préparation des pieces. Elle peut étre écartée des analyses en exploitant
moléculairement ou informatiquement les altérations post-mortem de I’ADN comme moyen
d’authentification et de ciblage des molécules anciennes. Mais la contamination sera toujours
présente en paléogénomique et doit étre systématiquement quantifier au sein des publications.
(38) Ces contaminations, et la fragilité de la molécule d’ADN, rend les échantillons les plus

anciens hors de portée des s€quenceurs.
Depuis plusieurs années émerge un nouveau champ d’expertise : la protéomique appliquée aux

restes anciens. L’étude des protéines et des protéomes anciens fournit déja des résultats tres

encourageants.
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IHI. PALEOPROTEOMIQUE ET PALEOPATHOLOGIE DE
LA PULPE DENTAIRE.

1. De I’ADN a la protéine

L’étape de traduction de la molécule d’ARN en acides aminés fait suite a I’étape de
transcription de la molécule d’ADN en molécule d’ARN dans le noyau. Les acides aminés sont
des motifs élémentaires, qui différent entre eux par leur chaine latérale, et qui sont reliés entre
eux par des liaisons peptidiques constituant un enchainement a I’origine de la structure primaire
des protéines. (Figure 16) Ils sont au nombre de 22 et comprennent I’alanine, 1’arginine,
I’asparagine, ’aspartate, la cystéine, le glutamate, la glutamine, la glycine, I’histidine,
I’isoleucine, la leucine, la lysine, la méthionine, la phénylalanine, la proline, la pyrrolysine, la

sérine, la sélénocystéine, la thréonine, le tryptophane, la tyrosine et la valine. (Annexe 2) (29)

O

HoN —CH —C —OH

R

NH_;r -CH - CO - NH-CH - CO - NH- CH-

R, R, R3

Figure 16 : Formule générale d’un acide aminé. R représente la chaine latérale qui varie selon l’acide aminé.
(en haut) Chaine polypeptidique formant la séquence de la protéine, ou structure primaire. (en bas) (29)

La structure des acides aminés est telle que ses groupes carboxylique -COOH et aminé
-NH: ont la possibilité de gagner (-COO™ + H"=> -COOH ou -NH;, + H" = -NH3") ou perdre un
proton (-COOH - -COO™ + H" ou -NH3" = -NH, + H"). En solution neutre, les acides aminés
sont dipolaires, c’est-a-dire que leurs groupes carboxylique et aminé sont chargés (-COO™ et -
NH;3"). Le pK, ou potentiel de dissociation, des groupes carboxyliques est d’environ 3-4, celui
des groupes aminés est de I’ordre de 10. La demie-somme des pK permet de calculer le point

isoélectrique, ce qui correspond a la neutralité globale de la molécule. Si la chaine latérale d’un
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acide aminé est ionisable, elle va participer a la valeur du point isoélectrique de I’acide aminé.
Donc lorsque le pH environnant varie, 1’état d’ionisation des acides aminés va également varier.
Ce caractere amphotere des acides aminés est utilisé dans le principe de 1’¢électrophorese. 11 est
¢galement responsable de la capacit¢ des acides aminés a étre solubles dans des solvants
polaires, tel que I’eau, et peu ou insoluble dans les solvants apolaires ; propriété utilisée dans le

principe de la chromatographie de partage. (29)

La séquence d’acides aminés est unique pour chaque protéine et est donc déterminée
par le géne qui code la protéine. Leur agencement dans la chaine polypeptidique détermine la
structure et la spécificité fonctionnelle de la protéine. En effet, participant a toutes les activités
biologiques, les protéines sont des molécules a 1’origine d’une grande variété de fonctions :
catalytique et participation au métabolisme pour les enzymes, transport et transduction de
signaux pour certaines protéines comme [’hémoglobine, contraction musculaire, mais

¢galement immunitaire pour les anticorps. (29)

En post-mortem, du fait de leurs propriétés physiques et chimiques, les protéines sont
plus résistantes a la dégradation que I’ADN. Pourtant, elles subissent quand méme des
altérations de leur séquence selon des schémas connus. On retrouve notamment des
désamidations de la glutamine et de ’asparagine, des (di)oxydations de la méthionine et du
tryptophane, la formation d’acide pyroglutamique ainsi que des fragmentations de peptides.
(61) Les protéines collagéniques sont les plus résistantes a la dégradation post-mortem, suivies
par des protéines non collagéniques comme 1’albumine sérique et les protéines couramment

rencontrées dans le sang ou le sérum. (62)

Les premiceres identifications des acides aminés remontent au XIXe siccle, posant les jalons de
ce qui deviendra plus tard la protéomique. Depuis, les progres réalisés en physique et en chimie,
ont permis de développer les méthodes d’identification, de purification des protéines et de

détermination de la séquence.

1. Identification des protéines anciennes

En protéomique, il existe plusieurs méthodes de séparation des acides aminés dans 1I’optique de

les identifier : I’électrophorese, la chromatographie et la spectrométrie de masse.

L’¢lectrophorese est une méthode consistant a appliquer un champ électrique a un mélange
moléculaire afin de séparer les molécules d’apres leur charge. Or, lorsqu’ils sont soumis a un

champ ¢électrique, la charge nette des acides aminés n’étant jamais nulle (en dehors de leur point
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isoélectrique), ils migrent vers 1’¢lectrode de polarité opposée. Comme leur pK et leur point
isoélectrique diffeérent entre les acides aminées, leur charge également. Ainsi, placé dans un
champ électrique, la mobilité des acides aminés sera fonction du pH et se distinguera d’un acide
aminé a I’autre. L’¢lectrophorése nécessite un support, généralement solide, comme le gel de
polacrylamide (PAGE). Puis les acides aminés sont révélés a 1’aide d’une coloration a la

ninhidrine. (29)

La chromatographie est une technique datant de la fin du XIXe siccle et qui peut étre de
deux sortes : la chromatographie de partage ou la chromatographie sur échangeur d’ions. Le
principe de la chromatographie de partage repose sur une migration différentielle dans deux
phases liquides non miscibles des molécules que 1’on cherche a séparer. Les acides aminés,
amphoteres, ont une bonne solubilité dans I’eau, et une faible solubilité¢ dans les solvants
organiques qui augmentera d’autant plus que la chaine latérale de 1’acide aminé sera apolaire.
Il y aura donc un partage entre la phase mobile et la phase aqueuse, généralement fixée sur
support solide comme le papier ou des couches minces de silices et considérée comme
stationnaire.

La chromatographie sur échangeur d’ions se réalise en phase liquide et isole une substance
chargée ¢lectriquement dans un mélange de molécule. Pour isoler des acides aminés, dont les
groupes chargés forment des liaisons avec les ions de charge opposée, on utilise des ions sous
la forme d’un réseau solide insoluble dans le solvant, créant une fixation réversible des acides
aminés. Généralement les chromatographies sur échangeur d’ions se présentent sous la forme
de colonnes de polystyrene sulfoné, sur lesquelles sont ajoutées des résines composées de
groupements ionisables capables d’échanger certains de leurs ions, au travers de laquelle
s’écoule le solvant. Le mélange d’acide aminés se fixe sur la colonne, puis va en étre séparé par
¢lution en élevant la force ionique ou le pH ou les deux. Les résines échangeuses d’ions peuvent

étre le diméthylaminoéthyl (DEAE), la cellulose, le carboxyméthyl (CM). (29)

La spectrométrie de masse consiste a utiliser un flux électronique pour ioniser des molécules
sous vide et éventuellement les fragmenter et ioniser ces fragments obtenus. On les place alors
dans un champ électrique qui les conduit, en fonction du rapport de leur masse et de leur charge,
vers un détecteur tres précis qui fournira des informations sur leur masse et leur structure, a
I’unité prés. Elle permet également de déterminer la séquence des protéines grace a la
protéolyse enzymatique qui permet d’obtenir des polypeptides puis par la fragmentation de
chaque acide aminé au niveau des liaisons peptidiques. (29) D’importants progrés ont été

réalisés ses dernicres années en spectrométrie de masse, certaines méthodes étant retrouvées
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fréquemment en paléoprotéomique. Notons par exemple la méthode MALDI (Matrix-Assisted
Laser Desorption-lonisation) ou les molécules étudiées sont adsorbées sur une matrice
organique, puis désorbent du support aprés application d’un rayonnement laser, provoquant
I’ionisation de ces composés en diminuant la fragmentation de la molécule étudi¢e. Cette
méthode peut étre améliorée par I'introduction d’un analyseur de temps de vol vers le
détecteur : MALDI-TOF (Time Of Flight). (63) L’utilisation du ZooMS (Zooarchaeology by
Mass Spectrometry) est également courante en paléoprotéomique. Son principe repose sur
I’utilisation du collagéne pour identifier les especes duquel il provient (64). Le couplage de la
chromatographie et de la spectrométrie de masse (LC-MS/MS) est la méthode la plus utilisée
en paléoprotéomique, particulicrement lors de 1’étude des pathogénes anciens notamment en

raison de sa grande sensibilité. (65)

Si I’étude des protéines est plus ancienne que les débuts de la génomique, son application
aux restes humains anciens est en revanche beaucoup plus récente et novatrice. La
paléoprotéomique va donc appliquer la spectrométrie de masse a I’étude des protéomes. Devant
les balbutiements d’une discipline a D’intersection de beaucoup de domaines, comme
I’archéologie, 1’anthropologie, la biologie de 1’évolution, et faisant le constat d’une absence de
consensus ou de lignes directrices a I’inverse de ce qui a pu étre produit en paléogénomique
(66), Hendy et al. proposent en 2018 un « Guide d’étude des protéines anciennes », ou ils
suggerent un ensemble de pratiques standardisées. Ainsi pour éviter la disparité entre les
protocoles pour authentifier les protéines et proposer des mesures concrétes pour augmenter
I’identification de protéines endogenes, chaque étape d’une étude paléoprotéomique est passée

au crible. (Figure 17)

D’abord au moment de la sélection des échantillons, I’attention doit étre portée sur un
maximum de préservation des échantillons. La paléoprotéomique permet d’utiliser de
nombreux types d’échantillons comme supports de recherche : os, émail, dentine, pulpe
dentaire bien siir, mais également des échantillons non conventionnels tels que : les coquilles
d’ceuf, le textile et le cuir, les poteries ou encore de la peau et des tissus mous. Ces échantillons,
du fait de leur rareté, les rendent extrémement précieux et les méthodes non destructives doivent
étre envisagées au maximum. Quand elles ne sont pas possibles, il faut au maximum réduire la
taille de I’échantillon. Le choix de 1’échantillon devra aussi tenir compte de la diagénése® qui

va diminuer la quantité de protéines endogenes, augmenter la dégradation de ces dernicres et

6 Diagénése : série de transformations physiques ou chimiques de composés organiques ou inorganiques au
cours du temps.
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permettent la colonisation par des protéines exogenes. Ainsi les peptides seront mieux préserveés
dans les échantillons minéraux comme les os ou le tartre dentaire (3) ou dans les systémes plutot
fermés, comme la pulpe. Dans le cas des échantillons issus de collections de musée, il faut faire
attention a I’utilisation de colles qui peuvent introduire des protéines modernes dans les
analyses spectrométriques. Pour les mémes raisons, les gants en latex ne doivent pas étre

utilisés.

Ensuite, au niveau de la préparation des échantillons en laboratoire, les précautions prises
doivent étre décrites dans les publications. Le plus important, est de réaliser des extractions
témoin c’est-a-dire réaliser des extractions protéiques sur des tubes vides afin de qualifier la
contamination protéique. En effet, bien que les techniques d’analyse protéomique soient
beaucoup moins sujettes a la contamination qu’en paléogénomique il y a certaines sources de
contamination qui doivent é&tre prises en compte. (62) Au niveau de 1’équipement du
manipulateur, il doit porter des vétements en coton ou synthétique, pas de laine, de fourrure, de
soie ou de cuir, couvrir toutes les parties de son corps exposées et porter des gants en matiére
non-latex. Les surfaces et les équipements doivent étre propres, éventuellement javellisées.
Concernant les réactifs utilisés, ils doivent étre purs et non a base de protéine : I’albumine de
sérum bovin, trés utilisé en biologie, doit étre €carté. Il faut éviter €également la réutilisation des
consommables. Le plus efficace pour éviter les contaminations par des protéines modernes est
d’utiliser des salles blanches comme pour les analyses d’ADN ancien, séparées des salles
d’analyse de protéines modernes et spécifiquement dédiées aux protéines anciennes. Pour la
décontamination des échantillons, trop peu d’études se penchant sur le bénéfice qu’elle amene
dans I’étude des protéines anciennes ont été réalis€ées pour permettre d’établir un consensus.

(62)

Concernant 1’étape de 1’analyse en spectrométrie de masse en elle-méme, les parametres
des instruments, comme le type de colonne utilis¢ dans le cas d’une chromatographie, ou la
composition de I’¢lution de peptides de précédents passages chromatographiques sur la méme
colonne doivent étre renseignés. Entre chaque échantillon, une solution tampon doit étre utilisée
afin de laver la colonne et doit étre analysée également : les peptides les plus résistants au temps
dans les échantillons archéologiques et paléontologiques sont ceux qui sont le plus susceptibles
d’adhérer aux colonnes de chromatographie. La réplication de I’expérimentation est également
un aspect majeur de I’étude, soit en faisant une nouvelle extraction protéique du méme

¢chantillon soit en faisant une nouvelle analyse spectrométrique de la méme extraction
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protéique. Néanmoins, cette étape peut tre difficile a intégrer dans une étude compte-tenu de

la volonté de préservation des échantillons.

Faisant suite a I’étape de spectrométriec de masse, I’interprétation des données permet
d’identifier les peptides et donc par la suite les protéines. Les études doivent donc fournir des
données telles que le PSM (Peptide spectrum matches), score du nombre total de spectres de
peptides identifiés correspondant a une protéine, ou le type d’algorithme utilisé pour conduire
ces recherches (Mascot, Sequest par exemple). L’identification d’une protéine doit se faire sur
la base de deux peptides reconnaissables et les données doivent étre accessibles. Les données
utilisées pour I’identification des protéines selon des séquences de références doivent étre
appropriée pour éviter les mauvaises identifications de protéines notamment lorsque ces bases

de données sont restreintes.

Il faut ensuite authentifier et valider ces résultats. Comme en paléogénomique, la
modification des protéines au cours du temps peut é&tre utilisée comme un outil
d’authentification des protéines anciennes ou comme un outil de discrimination des protéines

anciennes et de la contamination par des protéines modernes.

La conservation a long terme des données brutes est nécessaire et doit étre accessible au

public comme via des référentiels publics tels que ProteomeXchange. (61)

50



Figure 167 : Aspects importants lors d’'une analyse paléoprotéomique (61)

Grace a ces avantages sur la paléogénomique, comme la possibilité d’étudier des protéines sur
des temps plus anciens que ’ADN, et par sa meilleure tolérance a la contamination, tout en
utilisant les mémes types de réservoirs, la paléoprotéomique a donc un potentiel intéressant

dans I’étude de pathogénes anciens sur la pulpe dentaire.

2. Une discipline jeune mais prometteuse

En raison de son application aux pathogenes anciens plus récente que pour la
paléogénomique, la paléoprotéomique est moins riche en publication. Elle propose cependant

des résultats intéressants notamment a travers 1’étude de Yersinia pestis.
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Barbieri et al. en 2017, ont réussi a mettre en évidence la présence de Yersinia pestis dans la
pulpe dentaire d’individus enterrés au X VIlle siécle. L utilisation de la LC-MS/MS a permis
de détecter un ensemble de protéines sériques mais également 4 peptides provenant de 3
individus différents qui présentent une identité 100% compatible avec plusieurs espéces de
Yersinia. Cette ¢tude est une avancée majeure car elle permet de démontrer que la pulpe
dentaire est également un support de choix dans la détection des protéines anciennes. (67)
Bianucci et al. en 2008, se servent d’une méthode peu commune pour identifier la présence de
Yersinia pestis : 1e RDT (Rapid Detection Test) qui consiste en une immunochromatographie
verticale en une étape qui utilisent deux anticorps anti-F1, un antigéne présent au niveau de la
paroi cellulaire de la bactérie. Ils utilisent désormais ce test rapide comme examen de routine
sur des échantillons archéologiques issus de potentielles nécropoles d’épidémie de peste. (68)

(69)

Ces deux études suggerent que la détection des protéines sériques pourrait permettre la
détection d’immunoglobulines et d’étudier a la fois le pathogene et la réponse immunitaire de

I’héte. (67)

Cette hypothése avait déja été testée sur des échantillons buccaux provenant de momies des
Andes datant de 500 ans et atteintes de tuberculose. L’utilisation de la LC-MS/MS révele la
présence de nombreuses protéines provenant des granules des polynucléaires neutrophiles et
dont les résultats sont compatibles avec un processus infectieux actif par Mycobacterium

tuberculosis, qui parfois persiste longtemps sans causer d’infection. (70)

D’autres études se sont servies de la paléoprotéomique pour explorer des spécimens beaucoup
plus anciens a travers d’autres échantillons que la pulpe et repoussent les limites de la discipline.
En 2016, I’analyse au ZooMS puis par LC-MS/MS de restes osseux donne des preuves
moléculaires de la présence de Neandertal dans la Grotte du Renne. (71) Cappellini et al. en
2012, réussissent 1’exploit d’utiliser la LC-MS/MS pour déterminer la séquence de 126
protéines d’un fémur de Mammuthus primigenius (Mammouth laineux) de 43 000 ans préservé

dans le permafrost sibérien. (72)
Si ’ADN le plus ancien jamais séquencé date de 700 000 ans, la protéine endogéne la plus

ancienne jamais séquencée date elle, de 80 millions d’années, faisant de la paléoprotéomique

une discipline trés prometteuse. (73) (74)
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Tout comme la paléogénomique, elle présente cependant des limites telles que les
problématiques liées a la contamination et les difficultés d’authentification des résultats. C’est
un champ de recherche encore récent et qui attend des progrés en bioinformatique pour se

déployer.
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CONCLUSION

La pulpe de la dent est un tissu conjonctif hautement vascularisé et protégé par I’émail
et la dentine, deux types de tissus minéralisés peu remaniés en post-mortem. Sa structure en fait
un tissu qui peut €tre considéré comme un extrait sanguin témoignant de la présence de bactéries
ou de virus dans la circulation systémique. Elle peut alors étre utilisée comme un échantillon

biologique support de techniques de détection de maladies infectieuses.

La paléogénomique utilise de nombreuses techniques d’amplification et de s€équencage
des molécules d’ADN. En raison du caractére précieux des échantillons anciens et du coit de
ces techniques, la sélection du réservoir & ADN le plus adapté est primordial. Dans le cas de la
recherche de paléopathologies infectieuses, la pulpe dentaire dispose a la fois d’une
concentration d’ADN endogene importante, d’une protection des contaminations par les tissus
durs de la dent, et la possibilit¢ d’y trouver des pathogenes de la circulation systémique.
L’¢re du NGS a permis le développement de librairies, qui servent notamment de support aux
différentes techniques d’enrichissement. La capture est particuliérement pertinente dans 1I’étude
des pathogenes anciens. Cependant 1’étude de I’ADN ancien présente de nombreuses limites

liées a la fragilité de la molécule d’ADN et a sa sensibilité a la contamination.

La paléoprotéomique propose d’identifier les pathogeénes par des marqueurs protéiques
a l’aide de la spectrométrie de masse. La discipline est encore jeune mais présente beaucoup de
résultats intéressants. Les techniques d’identifications protéiques sont bien moins sensibles a la
contamination, bien qu’elle soit présente et doit étre prise en compte. De plus, les protéines
résistent mieux que ’ADN a I’épreuve du temps ouvrant la porte a des possibilités de recherche

sur des échantillons plus anciens.

A travers 1’étude d’Yersinia pestis, nous avons pu constater a quel point les techniques de
biologie moléculaire peuvent enrichir les connaissances historiques et archéologiques des
épidémies du passé, et de la paléopathologie en général. La peste, par sa mortalité
exceptionnelle, offre de nombreux échantillons d’étude aux équipes de recherche. Mais d’autres

maladies infectieuses comme la tuberculose commencent a étre largement documentées.

La paléogénomique et la paléoprotéomique sont deux disciplines dont le développement rapide
a permis la baisse des cofits des recherches. Ce contexte doit permettre la multiplication de ce
type d’analyse, en misant sur des collaborations pluridisciplinaires, pierre angulaire de

I’anthropobiologie. Les pistes de recherche dans le domaine sont nombreuses : que ce soit en
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approfondissant les connaissances sur d’autres ¢épidémies, en documentant les réponses
immunitaires de I’h6te a un agent infectieux pour comprendre les co-évolutions pathogenes-
héte, ou en améliorant la récupération des données ADN et protéiques lors de la gestion des

¢chantillons, la paléopathologie de la pulpe dentaire, en se tournant vers le passé, est un axe de
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ANNEXES

Annexe 1 : Principales maladies infectieuses humaines d’origine bactérienne (16)
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Annexe 2 : Les acides aminés naturels (29)
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