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RESUME

Les caractéristiques qualitatives et quantitatives de ’ADN extrait a partir des cellules pulpaires permettent
de réaliser des empreintes génétiques par la méthode des polymorphismes de restriction. L’application de
ces techniques de biologie moléculaire aux tissus dentaires ouvre des perspectives intéressantes dans les
domaines de la médecine légale et de I’anthropologie du fait méme de la pérénité de la dent.
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SUMMARY

Blood, hairs and sperm are tissues currently used in Forensic Science to carry out DNA fingerprints in the
field of individual identification. Our study aims at showing that dental pulp can also be an exploitable
DNA source.

A quantitative and qualitative DNA investigation on a yield gel with sizing extracted from this tissue
shows that the molecule appears to be in a great quantity and of a high molecular weight. The last
characteristic allows the use of the restriction fragments lenght polymorphic technique to make DNA
fingerprints, based on the individual variations of the restriction sites disposition, within the DNA
molecule, for a given enzyme.

Thus, for an enzyme, the lenght of the restriction fragments obtained and revealed by a probe, is visua-
lized by autoradiograph.

According to this technique, we compared the DNA fingerprints obtained on 8 persons with the probe
MS43A, from both pulpar and nucleated blood cells.

During the extraction of the third molar of each sample, a small quantity of blood was taken in the tooth
socket. In the same time DNA was recovered. v

For a same person, the autoradiograph showed the same pattern for both blood and toogth sample.

The DNA profile similitude confirms the possibility of using the tooth for genetic analysis.
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On réalise ensuite 2 extractions successives au phé-
nolchloroforme/alcool isoamylique (600 ul) en pré-
sence de 200 ul de NH, acétate 7,5 M. Les traces de
phénol sont éliminées par I’adjonction de chloro-
forme/alcool isoamylique volume 4 volume. La
phase aqueuse des échantillons centrifugés (5 min. i
10.000 trs/min. ) est prélevée et 1/20¢ de son volume
de NaCl 5 M est ajouté.

Le sang (Tableau 2) est lavé 2 fois avec 2 ul de SSC
(sodium saline sulfate) . Au culot de globule blanc
obtenu il est ajouté 375 ul d’acétate de sodium 0,2 M,
10 pul de ProK et 12,5 ul de SDS 20% (dodécyl sulfate
de sodium). L’ensemble est mis a ’étuve 4 56 °C pen-
dant 2 heures. L’extraction de ’ADN se fait en ajou-
tant 120 ul de phénol saturé en tris, A la phase
aqueuse prélevée on ajoute 200 ul de chloroforme/
alcool isoamylique; ’ensemble est centrifugé 2 min. a
10.000 trs/min. La phase aqueuse est 3 nouveau
prélevée.

La précipitation

Les phases aqueuses des échantillons de pulpe et de
sang auxquelles nous avons ajouté 2 volumes d’étha-
nol absolu froid, sont centrifugés 15 min. 3 10.000
trs/min. Le surnageant est éliminé et les flocons
d’ADN (visibles au fond des tubes) sont lavés avec
1 ml d’éthanol 4 70°, séchés 10 min. sous vide (speed

TABLEAU 2: échantillons de sang.
TABEL 2: blood samples.

Sang Quantité ADN (ng)
A 400 ul environ 1000
B 400 ul environ 500
C 400 ul environ 500
D 400 ul environ 1500
E 400 pl environ 2000
F 400 ul environ 1000
G 400 pl environ 800
H 400 pl environ 3000

Colonne n® 1: désignation des échantillons;
samples designation.

Colonne n° 2: quantité de sang des prélevements;
quantity of blood taking.

Colonne n° 3: estimation de la quantité d’ADN total;
estimation of total DNA quantity.
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vack) et repris 2 heures a 37 °C dans 400 ul de TE 1x
(tris 20 mM, EDTA 5 mM, NaCl 0,2 M).

Le rendement de I’extraction est estimé, par compa-
raison avec des dilutions d’ADN connues du phage
lambda (Ludes, 1992), sur un gel d’agarose a 0,8 %
plongé dans un bain de TBE (tris 1,34 M, acide bori-
que 0,749 M, EDTA 0,0255 M, H,O QSP) et soumis
a une différence de potentiel de 90V pendant 2
heures.

Dans chaque échantillon contenant un volume cor-
respondant a une concentration de 1500 ng I’ADN
est ajouté, 5 ul (10 U/ul) d’enzyme HINF I (Boer-
hinger), 45 ul de solution tampon 4 37°C (1 ml de
tris 2 M pH 7,3), 4 ml d’eau bidistillée stérile dans
une proportion variable. Les tubes sont placés a
37°C plusieurs heures; la digestion est contr6lée i
partir d’une électrophorése sur minigel en présence
d’un témoin de digestion.

Dans certains cas les quantités préalablement cal-
culées doivent étre rectifiées (concentration ’ADN
< ou > 2 1500 ng).

Les quantités ajustées, les échantillons sont repris
pendant 12 heures dans 1 ml d’éthanol 4 95°C avec
21 ul d’acétate d’'ammonium.

IIs sont ensuite lavés a ’éthanol 4 70°C, séchés au
speed vack et agités fortement avec 5 ul de bleu de
ficoll 5x et 15 ul de TE puis déposé sur un gel
d’analyse (Seakem ® 0,7 %) soumis a une ddp de 50V
durant 16 heures.

Le gel est placé 30 min. dans une solution de dénatu-
ration (NaOH 1,5 M, NaCl 1,5 M), rincé 2 fois a
I'eau déminéralisée, puis neutralisé 2 fois 15 min.
avec une solution de tris 0,5 M pH 7,2 et de NaCl 1,5
M. Les fragments d’ADN sont ensuite transférés du
gel et fixés sur une membrane nylon (Hybond ® de
Amersham).

La membrane est préhybridée dans une solution
(NaPO, 0,5 M pH 7,2, SDS 0,1 %) pendant 20 min a
50°C, puis hybridée pendant 20 min. 3 50°C dans
160 pul de solution d’hybridation (Na, PO, 0,445 M
pH 7,2, SDS 0,09%, caséine 1%) contenant 5 ul de
sonde uniloculaire MS 43 A.

La membrane est lavée 2 fois 10 min. dans une solu-
tion préchauffée a 50°C de Na, PO, 0,01 M pH 7,2
et de SDS 0,1%. Elle est 2 nouveau lavée 2 fois 3 tem-
pérature ambiante dans une solution d’acide maléi-

que 0,1 M et de NaCl 0,15 M pH 7,5.

La membrane aprés avoir été pulvérisée avec 4 ml de
Lumiphos 530 (CellMark) est exposée pendant 10
heures.
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RESULTATS

’ 7 . ’ .
De 'ADN a été extrait dans tous les échantillons
sous forme d’un flocon en suspension.

L’étude comparative (Fig. 1) du gel contenant les
échantillons d’ADN extrait des cellules sanguines
nucléées d’une part et celui contenant les échantil-
lons ’ADN extrait des cellules pulpaires d’autre part
met en évidence la présence constante d’ADN de
haut poids moléculaire, matérialisé par un trait blanc
horizontal.

Sur le gel contenant les tissus dentaires, des trainées
blanchatres verticales, qui signent une dégradation
enzymatique de ’ADN sont visibles. Cette image est
absente sur le gel correspondant aux prélévements
sanguins.

Les quantités d’ADN contenues dans nos échantil-
lons de pulpe s’échelonnent entre 1.000 et 30.000 ng
(Tableau 1). Les faibles quantités d’ADN obtenues a
partir du sang (Tableau 2) sont la conséquence du
volume insuffisant des prélévements (300 ul en
moyenne).

Dans tous les cas les quantités se sont avérées suffisan-
tes pour la réalisation d’empreintes génétiques par la
méthode des RFLP. Quelque soit la source ADN
(sang/pulpe) pour un méme individu, le profil géné-
tique est identique. Les alleles, visibles sous forme
d’une bande noire sur ’autoradiographie (Fig. 2),
sont au méme niveau. Ce résultat corrobore la possi-
bilité d’utilisation des cellules des tissus dentaires
pour procéder a I'identification d’une personne.

DISCUSSION

Cette étude confirme la possibilité d’exploiter la
pulpe dentaire comme source d’ADN a des fins
d’analyse génétique (Lawton et coll., 1989; Ménard
et coll., 1993; Potsch et coll., 1992; Schwartz et coll.,
1991).

Les recherches de Lawton et coll. (1989) puis celles
de Ménard et coll. (1993) permettent de conclure que
PADN extrait des tissus dentaires satisfait aux exi-
gences quahtatlves et quantitatives pour la réalisation

d’empreintes génctiques par les RFLP.

Cependant le rerndement d’extraction de ’ADN dans
les echantl llons de pulpes de cette étude est inférieur
3 celui obieiu par Potsch et coll. (1992). Ces derniers
ont extraiis jusqu ’a 50 ul I’ADN; nous avons atteint

un m“}”,,mm de 30 pg. Par ailleurs pour ce type de
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tissu, aucun rapport significatif entre le poids et la
quantité d’acide nucléique extrait n’a pu étre mis en
évidence.

Seuls Schwartz et coll. (1991) ont procédé a un net-
toyage prealable a extirpation de ce tissu conjonctif:
ils ont rincé i I’eau distillée puis séché chaque dent
avant de procéder a son ouverture. Le protocole de
lavage appliqué ici est plus complet. Afin d’éliminer
tout ADN humain étranger a celui issu des cellules
pulpaires, un nettoyage mécanique (raclage des éven-
tuels reliquats d’os alvéolaire) suivi d’un nettoyage
chimique (H,O, pour les traces de sang persistantes)
est réalisé. En ce qui concerne les précautions de
manipulation, un soin particulier au travail dans des
conditions de stérilité maximales lors du prélévement
de la pulpe a été apporté afin de minimiser les risques
de contamination bactérienne susceptibles d’altérer
les résultats.

La forte dégradation enzymatique de ’ADN issu des
cellules pulpaires, constatées par Lawton et al. (1989)
se retrouve dans nos échantillons (ce phénomeéne est
absent pour ’ADN extrait des cellules nuclées du
sang). Cette dégradation ne semble pas liée aux con-
ditions de conservation des dents avant leur exploita-
tion. En effet, Schwartz (1991) dans ses travaux con-
cernant ’extraction d’ADN 2 partir de dents
soumises a des conditions environnementales diver-
ses (température, milieu) a constaté ce méme phéno-
meéne d’altération de la molécule. Il a cependant noté
la surprenante stabilité de ’ADN et I’a attribuée a la
localisation protectrice de la pulpe dans la cavite pul-
paire (chambre coronaire et canaux radiculaires).

Sachant que cette dégradation est présente pour
I’ADN issu de dents fraichement extraites, ne pou-
vons nous pas attribuer ce phénomene a une conta-
mination d’origine buccale? Pour confirmer ou infir-
mer cette hypothése une analyse bactérienne et virale
des tissus avant leur traitement est a envisager ainsi
qu’une exploitation de pulpes provenant de dents
incluses qui ont la particularité d’étre en milieu
stérile.

CONCLUSION

L’exploitation de la dent en tant que source ’ADN
ouvre des perspectives nouvelles dans les domaines
de la médecine légale et de "anthropologie. Dans les
cas d’identification de corps putrefiés ou partielle-
ment calcinés la dent peut étre un outil de secours du
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