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L’os cortical et la dentine sont deux tissus biologiques partageant une origine embryologique
commune et des similarités dans leur composition organique et minérale qui ne sont pas
partagées avec I'émail (e.g., Allen et Burr 2019 ; Hillson 1996 ; Qin et al. 2001 ; Thesleff 2015).
Le développement de l'os et de la dentine est régulé par les mémes voies de signalisation
moléculaire durant I'embryogenése (e.g., Allen et Burr 2019 ; Dean 2017 ; Jernvall et Thesleff
2012 ; Thesleff 2015 ; Yu et Ornitz 2008) et, plus tard dans l'ontogenése, par I'action de mémes
voies endocrines (e.g., Allen et Burr 2019 ; Alvesalo 1997 ; Madureira et al. 2024). Pendant le
développement tissulaire, les cellules osseuses sont capables de moduler la résorption et la
formation d’os cortical en réponse aux contraintes mécaniques (phénoméne souvent désigné
sous le concept de ‘bone functional adaptation’ ; Frost 1994 ; Ruff et al. 2006). Contrairement a
l'os, la dentine ne se renouvelle pas une fois formée (Dean 2017 ; Hillson 1996). Cependant, dés
la fin de la formation de la dent, la minéralisation de la dentine continue a un rythme lent et
régulier autour de la cavité pulpaire, formant ainsi la dentine secondaire (Dean 2017). Des
phénoménes d’usure dentaire comme I'abrasion, I'attrition ou des pathologies peuvent induire la
formation de dentine secondaire irréguliére (Dean 2017 ; Smith 2000).

Les similarités développementales entre I'os cortical et la dentine sont bien documentées
aux premiers stades de I'ontogenése, mais aucune étude n’a encore exploré la possibilité d’'un
développement post-natal coordonné de ces deux tissus. Dans les études morphométriques
comparatives des différents représentants de la lignée humaine, I'analyse des proportions d’os
cortical et de dentine est souvent menée indépendamment. Toutefois, une analyse conjointe de
leurs épaisseurs permettrait de mieux déterminer si leur mise en place a lieu de maniéere
relativement indépendante ou coordonnée durant le développement post-natal.

A partir d’analyses bidimensionnelles (2D), plusieurs auteurs ont mis en évidence une
robustesse dans les sections osseuses du squelette infra-cranien des Néandertaliens par rapport
aux humains modernes (e.g., Churchill 1998 ; Ruff et al. 1994 ; Trinkaus 1981 ; Trinkaus et al.
1994, 1999 ; Vandermeersch et Trinkaus 1995), ainsi que dans les proportions de leur denture
antérieure (e.g., Garralda et al. 2020 ; Le Cabec et al. 2013 ; Maureille et al. 2001 ; Paquette
1985 ; Trinkaus 1978). La robustesse osseuse et dentaire néandertalienne se retrouve
également dans les volumes de tissus, dont la quantification a été facilitée par I'apport de
l'imagerie virtuelle tridimensionnelle (3D), permettant d’accéder a I'architecture interne des restes
fossiles de maniére non destructive et non invasive. Leurs os des membres supérieurs et
inférieurs présentaient des aires et des volumes d’os cortical plus importants que ceux des
humains modernes (e.g., Puymerail et al. 2012a ; Trinkaus et Ruff 2012 ; Volpato et al. 2011).
Cette robustesse du squelette cranien et infra-cranien des Néandertaliens a longtemps été
interprétée comme le résultat d’adaptations a des contraintes biomécaniques (e.g., Churchill
1998 ; Trinkaus et al. 1994, 1999), impactant également la distribution de I'os cortical sur les

diaphyses des os longs (Bondioli et al. 2010 ; Puymerail et al. 2012a). L’analyse de I'architecture
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interne des dents néandertaliennes a également permis de quantifier leurs volumes de dentine
coronaire, significativement plus élevés que ceux observés chez les humains modernes, malgré
des volumes d’émail comparables entre les deux taxons (e.g., Bayle 2008 ; Bayle et al. 2017 ;
Buti et al. 2017 ; Garcia-Campos et al. 2019 ; Garralda et al. 2020 ; Kupczik et Hublin 2010 ;
Olejniczak et al. 2008a ; Smith et al. 2012 ; Zanolli et al. 2019, 2020a). Plusieurs épaississements
localisés de la dentine ont également été mesurés sur les dents antérieures néandertaliennes
(Bayle et al. 2011 ; Bondioli et al. 2010 ; Zanolli et al. 2014, 2018a). Ces différences pourraient
étre associées a une réponse adaptative aux contraintes fonctionnelles élevées et/ou fréquentes
sur la dentition antérieure des Néandertaliens, comme décrit dans I'hnypothése du « teeth-as-
tools » (Le Cabec et al. 2013 ; Smith et Paquette 1989 ; Spencer et Demes 1993 ; Volpato et al.
2012).

La robustesse osseuse et dentaire néandertalienne est multifactorielle, interprétée comme
résultant de l'action de facteurs évolutifs, hormonaux et (épi)génétiques. Par exemple, la
morphologie néandertalienne peut étre vue comme la conséquence de changements évolutifs
majeurs liés a des modifications de durée et de vitesse du développement osseux et dentaire
(aussi appelée hétérochronie du développement ; Churchill 1998 ; Smith et al. 2010). Churchill
(1998) émet I'hypothése que cette hétérochronie ait pu conduire a une sécrétion plus précoce
et/ou plus intense d'hormones de croissance pendant I'adolescence chez les Néandertaliens.
Ces hormones jouent en effet un réle majeur dans la formation de I'os cortical et de la dentine. |
suggere également que certains traits phénotypiques néandertaliens pourraient résulter de
réponses communes a lI'expression de génes pléiotropes.

Par ailleurs, I'analyse de spécimens immatures néandertaliens a révélé que la robustesse
de l'os cortical et de la dentine pourrait étre présente dés les premiers stades de développement
et non uniqguement a I'age adulte (Bayle 2008 ; Bayle et al. 2011 ; Maureille 2002 ; Weaver et al.
2016). Cela suggere que le motif d’épaississement conjoint des deux tissus pourrait étre
davantage influencé par des facteurs génétiques et développementaux que par des facteurs
fonctionnels. Il apparait donc nécessaire d’examiner si les similarités entre I'os cortical et la
dentine, en termes de structure, de composition et de développement embryonnaire, pourraient
conduire & un développement post-natal coordonné des deux tissus. Notamment, cela
permettrait de discuter de I'étiologie fonctionnelle, hormonale et/ou évolutive sous-jacente a

I'épaississement conjoint os-dentine mesuré chez les Néandertaliens.

Ce projet doctoral vise a déterminer si les affinités structurelles, génétiques et
développementales partagées par I'os cortical et la dentine pendant 'embryogenése induisent
un développement coordonné des deux tissus chez les individus immatures, puis a I'age adulte.
Pour ce faire, nous proposons de mesurer la variation conjointe, ou covariation, des volumes
d’os cortical et de dentine dans un échantillon d’humains modernes, composé de 12 individus

immatures et de 70 adultes, dont I'age et le sexe ont été estimés ou connus. Cet échantillon a
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été constitué a partir de collections ostéologiques provenant de cimetieres médiévaux francais
et de collections sud-africaines. Cette étude inclut des restes osseux et dentaires présentant
différents degrés de sensibilité aux contraintes biomécaniques. Si une covariation des volumes
d’'os cortical et de dentine est mesurée, et que son intensité varie selon les portions osseuses et
dentaires analysées, cela permettrait de distinguer les structures anatomiques dont le
développement post-natal est influencé par des contraintes environnementales de celles

conservant une plus forte influence génétique.

Enfin, pour examiner I'existence d’'une origine évolutive commune au signal de covariation
os-dentine entre les hominines fossiles et modernes, nous proposons de comparer les signaux
observés chez les humains modernes a ceux mesurés sur des Néandertaliens et des individus

attribués aux genres Paranthropus et Australopithecus.

A partir de données microtomographiques a rayons X (ULCT) obtenues sur les restes osseux
et dentaires, nous menons une approche méthodologique combinant la quantification des
volumes d'os cortical et de dentine avec I'analyse de leur distribution topographique a l'aide de
cartographies morphométriques. Pour ce faire, nous avons mis au point un package R
permettant d’automatiser la quantification des volumes dentaires et I'étude de la variation

topographique des épaisseurs de dentine le long des racines.
Cette recherche souléve ainsi plusieurs questions clés :

— Existe-t-il une covariation des épaisseurs d’os cortical et de dentine chez les humains
modernes pouvant suggérer une similarité dans le développement post-natal des deux
tissus ?

— Comment certains parameétres biologiques comme I'age, le sexe et I'histoire génétique
des individus peuvent-ils influencer les volumes de tissus et leur éventuelle covariation ?

— En quelles proportions les contraintes environnementales (et notamment fonctionnelles)
influencent-elles le développement de ces tissus ?

— Existe-t-il une origine commune au signal de covariation os-dentine entre les hominines

fossiles et modernes ?
Nous avons testé les hypothéses suivantes :

— En raison des nombreuses caractéristiques partagées entre l'os cortical et la dentine,
notamment leurs modalités communes de développement embryonnaire, des similarités
dans le développement post-natal de ces deux tissus devraient étre observées. En
particulier, un signal de variation conjointe entre les volumes d’os cortical et de dentine
est attendu.

— Enrevanche, une telle relation ne devrait pas étre observée entre le développement de

l'os cortical et de I'émail, en raison de leurs différences d’architecture génétique et de
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structure, ainsi que d'une plus grande indépendance dans leur développement
embryonnaire.

— Sl existe effectivement une covariation de I'os cortical et de la dentine, le signal devrait
étre plus fort chez les individus immatures que chez les adultes. Plus précisément, un
fort signal de covariation devrait étre observé chez les individus ayant terminé leur
développement dentaire et venant de terminer leur développement osseux. A I'age
adulte, le signal de covariation pourrait diminuer en raison de l'influence croissante de
facteurs fonctionnels sur le développement, pouvant induire un remodelage osseux et,
dans certains cas, un dép6t de dentine secondaire irréguliére.

— Etant donné que la croissance et le développement de I'os cortical et de la dentine sont
régulés par des genes situés sur les chromosomes sexuels, un dimorphisme sexuel dans
les volumes de ces deux tissus est attendu.

— Etant donné que les restes osseux sélectionnés dans cette étude présentent une
sensibilité variable aux facteurs fonctionnels, entrainant des variations locales
d'épaisseur d’os cortical, nous formulons I'hypothése que le signal de covariation sera
plus fort entre la dentine et les portions osseuses présentant une plus faible sensibilité

mécanique.

Afin de tester ces hypothéses, nous avons articulé cette recherche autour de plusieurs

objectifs :

1. Dans un premier temps, nous avons documenté la variation indépendante des volumes
d’os cortical, de dentine et d’émail sur les os du bras, de l'avant-bras, ainsi que sur les
dents antérieures d’'un échantillon d’humains modernes d’age, de sexe et d’origine
géographique différents. Nous avons également analysé la distribution topographique de
l'os cortical le long des diaphyses des os longs et de la dentine le long des racines
dentaires.

2. Ensuite, nous avons exploré les signaux de covariation entre les volumes d'os cortical,
de dentine et d’émail, mesurés a partir des divers restes osseux et dentaires inclus dans
cette recherche.

3. Enfin, nous avons conduit une approche exploratoire de la covariation os-dentine sur un
échantillon d’hominines fossiles composé de spécimens attribués aux genres

Paranthropus, Australopithecus et Homo.
Ce manuscrit s’organise en cing parties principales.

La premiéere partie sera une synthése de la biologie de 'os cortical et de la dentine, depuis
la formation des tissus pendant 'embryogenése et leurs modes de croissance, jusqu’aux facteurs

influencant leur développement (sexe, activité mécanique, variation populationnelle). Nous
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mettrons I'accent sur les similarités et différences en termes de structure, de composition et de

développement embryonnaire et post-natal entre ces deux tissus.

La deuxiéme partie sera destinée a la présentation du matériel d’étude. Notamment,
lapplication de I'étude de la covariation os-dentine a un registre paléoanthropologique
fragmentaire et l'intérét de la création d’individus chimériques hominines y sera discuté. Cette
partie inclura également une description des méthodologies employées. En particulier, nous
présentons le package R Toothnroll, développé dans le cadre de cette recherche et dont I'article
scientifique décrivant son fonctionnement a été soumis a I’American Journal of Biological

Anthropology (en cours de révision).

Les résultats s’articuleront autour des troisieme, quatriéme et cinquiéme parties. La troisiéme
partie présentera un article publié dans Journal of Anthropological Sciences et qui constitue une
étude exploratoire de la covariation os-dentine, mesurée a partir des radii et canines maxillaires
d’'un échantillon ontogénique d’humains modernes. Il inclut également une premiére application
de l'étude a des individus néandertaliens. La quatrieme partie contient une étude plus
approfondie des signaux de covariation os-dentine, mesurés a partir des os du bras et de I'avant-
bras (humerus, ulna et radius) et des dents antérieures (incisives et canines) d'un plus grand
échantillon d’humains modernes adultes. Ces résultats ont fait I'objet d’'un article soumis a
Journal of Anatomy, actuellement en cours de révisions. Enfin, I'existence d’'une origine
commune au signal de covariation os-dentine chez les hominines fossiles et modernes sera
discutée dans la cinquieme partie. Nous y présenterons les résultats de la covariation os-dentine
obtenus pour des spécimens néandertaliens, ainsi qu’'une étude préliminaire menée sur des
spécimens hominines plio-pléistocénes appartenant aux genres Paranthropus et

Australopithecus.

Pour conclure, nous proposerons une discussion générale autour des différents résultats

obtenus et présenterons de nouvelles perspectives de recherche.
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Partie 1 -

Biologie de I'os cortical et de la dentine
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L’intérét de cette recherche doctorale concernant le développement post-natal conjoint de
l'os cortical et de la dentine repose sur les similarités fondamentales partagées par ces deux
tissus, tant au niveau de leur structure et de leur composition que de leur développement
embryonnaire. Ces similarités pourraient étre a I'origine d'une corrélation phénotypique entre ces
deux tissus, potentiellement présente deés les premiers stades du développement.

Ainsi, cette partie a pour objectif de synthétiser les connaissances actuelles sur la biologie
du développement de I'os cortical et de la dentine, en mettant I'accent sur les similarités et
différences en termes de structure, de composition et de développement embryonnaire et post-
natal entre ces deux tissus. Nous abordons également la réponse de ces tissus aux stimuli

mécaniques, susceptibles de moduler le signal de covariation.

1.1 Structure et composition de I'os cortical
Les informations contenues dans cette sous-partie sont issues des travaux de Allen et Burr
(2019) et Pawlina (2024).

Le tissu osseux est un tissu conjonctif constitué de cellules osseuses entourées d’'une
matrice extracellulaire (MEC). La MEC est constituée d'une fraction minérale représentant
environ 60 % du poids net de I'os, d’'une fraction organique représentant 25 % et de 5 % d'eau.
La matrice organique est composée de fibres de collagéne de type |, qui conferent a l'os sa
résistance et son élasticité, et de protéines non-collagéniques. La matrice minérale est constituée
de calcium et de phosphate, agencés sous forme de cristaux d'hydroxyapatite [Ca;,(PO4)s(OH),]
et de carbonate de calcium (CaCO3). La MEC est organisée en lamelles entourant quatre grands

types de cellules osseuses :

e Les ostéoblastes sont responsables de la synthése de la matrice organique, appelée
ostéoide et de sa minéralisation. Une fois la matrice osseuse synthétisée, les
ostéoblastes restent piégés dans la MEC et deviennent des ostéocytes.

e Les ostéocytes sont les cellules osseuses matures. lls sont sensibles aux stimuli
mécaniques et hormonaux, auxquels ils vont répondre en régulant l'activité des
ostéoblastes et des ostéoclastes. Les ostéocytes sont situés dans des lacunes au sein
de la matrice minéralisée, appelées ostéoplastes.

e Les ostéoclastes sont des cellules polynucléées responsables de la résorption du tissu
osseux et qui sont localisées au niveau de I'endoste.

e Les cellules bordantes sont aplaties et vont recouvrir le périoste et I'endoste. Elles sont
les seules capables de division cellulaire et peuvent étre réactivées pour se différencier

en ostéoblastes.

Les différents degrés de porosité du tissu osseux permettent de le classer en os compact (ou

os cortical) ou en os spongieux (ou os trabéculaire). Ces types d'os se distinguent non seulement
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par leur porosité, mais aussi par leur localisation et leur fonction. Si I'os trabéculaire se retrouve
principalement au niveau des métaphyses et forme la majeure partie des os courts et plats de
'organisme (e.g., vertébres, cotes, créte iliaque), I'os cortical est le constituant principal de la
diaphyse des os longs. Grace a ses propriétés mécaniques, il assure a la fois un réle de soutien
et de protection.

Au niveau microscopique, l'os cortical est composé de nombreux systemes de Havers, ou
ostéons. Chaque ostéon se compose d'un canal neuro-vasculaire de Havers, permettant
d'alimenter et d'innerver I'os depuis la surface externe. Chaque canal est entouré de MEC
organisée en lamelles concentriques. Les canaux de Volkmann sont des structures transversales
qui connectent les canaux haversiens entre eux et avec le périoste. Les ostéocytes, localisés
dans les ostéoplastes entre les lamelles osseuses, communigquent entre eux par des canalicules
(Fig. 1.2).
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Fig. 1.1 — Représentation schématique des différentes composantes de I’'os cortical.
A : cross-section de I'os cortical montrant plusieurs ostéons (0) entourés de lamelles concentriques (image
réalisée au microscope, grossissement x 160 ; modifiée, d’aprés Pawlina 2024).
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1.2 Structure et composition de la dentine
Les informations contenues dans cette sous-partie sont issues des travaux de Dean (2017)
et Hillson (2005).

Avec I'émail et le cément, la dentine est 'un des tissus calcifiés composant la dent. La
majeure partie de la dent est constituée de dentine, qui est recouverte par I'’émail au niveau de
la couronne et par le cément au niveau de la racine. La dentine est composée a 72 % de matiere
inorganique, principalement des cristaux d'hydroxyapatite. Sa fraction organique, représentant
20 % de son poids, est principalement constituée de fibres de collagéne de type | et de protéines
non-collagéniques, tandis que I'émail ne contient que 2 % de composants organiques. La dentine
contient également 10 % d'eau, contre seulement 2 % dans I'émail. Bien que la dentine soit plus
dure que l'os et le cément, elle reste moins dure que I'émail. Sa composition mixte de
composants minéraux et organiques lui confére une plus grande rigidité et élasticité, ce qui lui
permet de mieux résister aux forces de compression et de traction.

La structure de la dentine se caractérise par des tubules qui s'étendent de la pulpe jusqu'a la
jonction émail-dentine (EDJ) dans la couronne et jusqu'a la jonction cément-dentine (CDJ) dans
la racine. Les odontoblastes sont des cellules mésenchymateuses situées le long de la cavité
pulpaire. Elles sécretent une matrice organique appelée « prédentine », minéralisée par la suite
pour former la dentine primaire. Chaque odontoblaste est muni d'un prolongement cytoplasmique
qui reste intégré dans les tubules dentinaires. Ces prolongements cellulaires, couplés a quelques
fibres nerveuses, garantissent une constante sensibilité de la dentine aux changements de
température, de pression osmotique et d’autres stimuli externes. Contrairement a la pulpe
dentaire et a I'os, la dentine ne contient aucun vaisseau sanguin (Fig. 1.2).

Les tubules dentinaires s’allongent au fur et 2 mesure que la dentine se forme, de maniéere
incrémentielle. Cette croissance rythmique de la dentine produit des lignes de croissance,
visibles dans la microstructure de la dentine et désignées sous le terme de lignes de Von Ebner.

Contrairement aux ameéloblastes (cellules sécrétrices d’émail), les odontoblastes restent
capables de produire des tissus tout au long de la vie de l'individu. Aprés la formation compléte
de la racine de la dent (et donc la fin de sécrétion de dentine primaire), les odontoblastes vont
sécréter une dentine secondaire réguliere. Elle se développe beaucoup plus lentement que la
dentine primaire, mais conserve son aspect de croissance incrémentielle. Sa structure est
similaire a celle de la dentine primaire, bien que son dépot ne soit pas toujours uniforme autour
de la cavité pulpaire. En réaction a des stimuli externes tels que les caries et l'usure, une dentine
tertiaire peut étre synthétisée. Elle se divise en deux types : la dentine réactionnelle, formée par
un odontoblaste préexistant, et la dentine réparatrice, formée par des odontoblastes

nouvellement différenciés aprés la mort des odontoblastes d'origine. La dentine tertiaire étant
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uniquement formée par un odontoblaste directement affecté par un stimulus, son architecture et

sa structure dépendent de l'intensité et de la durée du stimulus.

Cément . \
odontoblastes
Racine Dentine radiculaire
n  dentine] |
‘
— Pulpe radiculaire 3
Collet /
| |
Pulpe coronaire
Couronne Dentine coronaire
Email

Fig. 1.2 — Représentation schématique des différentes composantes de la dent.

A : 'encadré montre une coupe histologique d’'une dent déminéralisée ou la pulpe dentaire et la structure
de la dentine radiculaire sont visibles (x 120). B : profil longitudinal des tubules dentinaires. La zone rose
pale marque la limite entre la prédentine et la zone correspondant a la dentine minéralisée (modifiée,
d’aprés Le Luyer 2016 et Pawlina 2024). C: section histologique longitudinale de dentine coronaire
humaine en lumiére transmise polarisée, montrant les marqueurs incrémentaux de longue période séparés
de ~30um (Dean 2017).
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1.3 Comparaison de la structure et de la composition de I'os cortical et de la dentine
L’'os cortical et la dentine présentent de nombreuses similarités dans leur origine

embryologique, leur structure et leur composition.

La dentine a une matrice semblable a celle de I'os cortical, de couleur jaune et poreuse. L’'os
et la dentine sont deux tissus conjonctifs, tenant leur origine du mésoderme (cf. parties 1.4.1 et
1.5.1) et composés de matrices organiques et minérales. A l'inverse, I'émail est un matériau
presque complétement minéralisé et dérivé de I'épithélium (Hillson 2005).

L’os cortical et la dentine sont formés lorsque les ostéoblastes et les odontoblastes sécréetent
des MEC non minéralisées riches en collagene de type |, appelées respectivement ostéoide et
prédentine, qui seront ensuite minéralisées par dépodt de cristaux d’hydroxyapatite (Pawlina
2024). Les fractions organiques de I'os cortical et de la dentine sont également composées de

protéines non-collagéniques (NCP) qui jouent un rdle clé dans l'initiation et la minéralisation des
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fibres de collagéne (Qin et al. 2004). Une catégorie de NCP sont les protéines SIBLINGS (Small
Integrin-Binding Ligand, N-linked Glycoproteins) qui incluent les protéines osteopontin (OPN),
bone sialoprotein (BSP), dentin matrix protein 1 (DMP1), dentin sialophosphoprotein (DSPP) et
matrix extracellular phosphoglycoprotein (MEPE). Toutes ces protéines se retrouvent dans les

matrices ostéoides et prédentines, mais en quantités différentes (Qin et al. 2001, 2004).

1.4 Développement de l'os cortical

1.4.1 Embryologie du squelette appendiculaire
Les informations contenues dans cette sous-partie sont issues des travaux de Bonaventure
et Silve (2005), Colombo (2014) et Ornitz et Itoh (2015).

Dans le régne animal, I'embryon s'organise en trois feuillets embryonnaires que sont
I'ectoderme, I'endoderme et le mésoderme. Le mésoderme se différentie pendant la 3°me
semaine de développement embryonnaire et se divise en mésoderme para-axial, intermédiaire
et latéral. Le mésoderme est a l'origine d’'une variété de tissu comme les muscles, les os, le
cartilage, le tissu conjonctif, le tissu adipeux, la dentine, le derme, etc.

La position des bourgeons des futurs membres supérieurs et inférieurs est induite par
I'expression des génes HOX et TBX 4 et 5. Lorsqu'ils sont activés, ces génes conduisent a la
production de facteurs de croissance des fibroblastes (FGFs). Les FGFs et leurs récepteurs
(FGFRs) jouent un réle majeur dans la régulation des interactions entre les cellules épithéliales
et mésenchymateuses pendant I'embryogenese.

Chez I'humain, la formation du bourgeon du membre supérieur débute au 24°™ jour de
développement embryonnaire et se caractérise par une forte concentration de FGF10 dans le
mésoderme latéral. Cette expression déclenche une transition épithélio-mésenchymateuse qui
augmente la quantité de mésenchyme a l'intérieur du bourgeon du membre en développement
(Fig. 1.3a). Le FGF10 induit ensuite un signal vers l'ectoderme, qui va s’épaissir pour donner
une créte ectodermique apicale (AER) (Fig. 1.3b). Cette derniére joue un rdle crucial dans
linitiation de la croissance du membre le long de I'axe proximo-distal. Une cascade d'interactions
FGFs/FGFRs entre le mésoderme latéral et la AER définit un réseau de signalisation qui permet
la mise en place des trois axes de symétrie des membres (i.e., antéro-postérieur, proximo-distal
et dorso-ventral) (Fig. 1.3c).

A la 5°™ semaine de développement, le facteur de transcription Sox9 induit la condensation
des cellules progénitrices dans les bourgeons des membres. Puis, vers la 6™ semaine, elles se
différencient en chondroblastes (sous l'impulsion des facteurs Sox5 et Sox6) en suivant un
schéma de différenciation le long de I'axe proximal-distal.

Ainsi, la formation du cartilage hyalin commence dans la région proximale du bourgeon du

membre, donnant naissance au futur humérus, suivie d'une séquence proximale a distale qui
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conduit au développement des futurs radius et ulna. Ensuite, des mécanismes de ramification et
de segmentation aboutissent a |'apparition des os du carpe, métacarpes et des phalanges. Pour
le membre inférieur, les mémes étapes se déroulent mais l'initiation débute plus tard, a la 4°me
semaine de gestation.

A la fin de la 8¢ semaine de développement embryonnaire, cette ébauche cartilagineuse

définit la matrice a partir de laquelle aura lieu I'ossification endochondrale.

A B C
Mésenchyme
Epithelium
P Ectoderme % AER
FGF10 - G’F 1 O‘FGFsz FGF10 -~ A FGFR2b
FGFR1c .
FGFR2c GF8

Fig. 1.3 — Mécanismes de la signalisation FGF pendant le développement des bourgeons
des membres supérieurs et inférieurs.

A : signal FGF10 du mésenchyme vers I'épithélium induisant une transition épithélio-mésenchymateuse
(fleche orange) qui augmente la quantité de mésenchyme (hachures orange) au niveau du bourgeon de
membre. B : FGF10 envoie des signaux a l'ectoderme pour induire la formation de la créte ectodermique
apicale (AER). C : cascade d’interactions FGFs/FGFRs permettant la mise en place des trois axes de
symétrie des membres (modifiée, d’aprés Ornitz et Itoh 2015).

1.4.2 L’ossification endochondrale
Les informations contenues dans cette sous-partie sont issues des travaux de Allen et Burr
(2019), Bonaventure et Silve (2005), Chen et al. (2012), Colombo (2014) et Fei et al. (2011).

L'ostéogeneése, c’est-a-dire la formation du tissu osseux, se met en place par deux processus
distincts : l'ossification intramembraneuse et I'ossification endochondrale. Le premier processus
implique le remplacement direct du mésenchyme par de l'os. Il est responsable de la formation
de la clavicule, de la scapula et des os du crane (a I'exception du basicrane). Les os du squelette
appendiculaire se forment par ossification endochondrale qui implique I'ossification d'une matrice
cartilagineuse.

L'ossification endochondrale commence donc a la fin de la 8™ semaine de développement
embryonnaire. Les chondroblastes, issus de la condensation du mésenchyme, sécrétent une
MEC composée de collagene de type Il et de protéoglycanes. Cette MEC constitue le

périchondre entourant le cartilage hyalin (Fig. 1.4a). Les chondroblastes du cartilage hyalin se
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différencient en chondrocytes qui permettent la croissance en longueur et en épaisseur du
modeéle cartilagineux.

Le processus d’ossification débute dans le centre d'ossification primaire. Deux voies de
signalisation particuliéres sont activées: les voies Wnt/B-catenine et BMP permettant la
production du facteur de transcription Runx2 et la molécule de signalisation BMP2, toutes deux
nécessaires a la transformation des chondrocytes du périchondre en ostéoblastes matures. Ces
derniers synthétisent une matrice organique nhommeée ostéoide qui sera rapidement minéralisée
pour former le périoste. Ce périoste s'épaissit par couches successives, au fur et a mesure de la
différenciation ostéoblastique. Parallélement a la formation du périoste, et grace a l'action de
plusieurs facteurs de croissance, les chondrocytes situés au centre du modele cartilagineux
(future diaphyse) subissent une série de différenciations, jusqu’a devenir hypertrophiques (Fig.
1.4b). La mort progressive des chondrocytes permet alors ['établissement d'un réseau
trabéculaire. Un premier vaisseau sanguin, provenant du périoste, pénetre dans le cartilage et
forme l'artére nourriciére (Fig. 1.4c). Cette artére transporte des ostéoclastes qui dégradent
progressivement le tissu trabéculaire situé au centre du modeéle cartilagineux pour former la
cavité médullaire (Fig. 1.4d). Ainsi, le dépbt d’os cortical au niveau du périoste est compensé
par une résorption au niveau endostéal, entrainant une épaisseur d’os cortical relativement
constante au cours de la croissance.

Pendant le développement post-natal, des centres d'ossification secondaires apparaissent
au niveau des épiphyses, ou le cartilage subit un processus d'ossification similaire a celui du
centre d'ossification primaire (Fig. 1.4d). A mesure que ces centres secondaires se développent,
du cartilage persiste en deux endroits : au niveau des articulations (cartilage articulaire) et entre
I'épiphyse et la métaphyse (cartilage de conjugaison) (Fig. 1.4e). Le cartilage de conjugaison est
composé de chondrocytes actifs et est responsable de la croissance longitudinale des os.
Lorsque la production de nouveau cartilage cesse, l'individu atteint sa maturité squelettique.

Au sein d'un méme type d'os, le taux de croissance longitudinale varie. Ainsi, dans le membre
supérieur, les épiphyses éloignées du coude (c’est-a-dire I'épiphyse proximale de '’humérus et
les épiphyses distales du radius et ulna) présentent une croissance plus rapide que les épiphyses

les plus rapprochées.
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Fig. 1.4 — Représentation schématique des différentes étapes de [Iossification

endochondrale.

A : formation du périchondre autour du cartilage hyalin. B : formation progressive du périoste et
hypertrophie des chondrocytes au centre du modéle cartilagineux. C : formation du réseau trabéculaire
par mort progressive des chondrocytes et invagination de 'artére nourriciere. D : formation progressive de
la cavité médullaire et dép6t de la matrice osseuse immature dans la diaphyse. Conjointement, apparition
des centres d’ossification secondaire au niveau des épiphyses. E : ossification progressive des épiphyses
et persistance des cartilages articulaires et cartilages de conjugaison (modifiée, d’apres Black 2017).

1.4.3 Régulation hormonale de la croissance squelettique
Les informations contenues dans cette sous-partie sont issues des travaux de Allen et Burr
(2019), Churchill (1998) et Frisancho et al. (1970).

La croissance squelettique est influencée par trois axes endocriniens principaux que sont
'hormone de croissance (Growth Hormone, GH), les stéroides sexuels (cestrogénes et
androgénes) et les hormones parathyroidiennes.

L’hormone de croissance (Growth Hormone, GH), libérée par la glande pituitaire, agit sur la
transcription d'IGF-1 (Insuline-like Growth Factor) dans le foie et sa sécrétion dans le sang.
L’IGF-1 conduit a la prolifération des chondrocytes du cartilage de croissance et donc a la
croissance en longueur des os. La GH stimule également la prolifération des ostéoblastes
nécessaires au dépdt périosté d’os cortical. Essentielle a la croissance somatique, la GH
contribue a une expansion progressive du périoste tout au long de I'enfance, jusqu’au pic de
croissance pubertaire.

A la puberté, la sécrétion de la GH est amplifiée par les stéroides sexuels produits par les
gonades. Ces stéroides induisent le dép6t d’os cortical sur les surfaces périostée et endostéale,

dont la répartition varie en fonction de I'hormone dominante. En effet, la testostérone, par
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I'intermédiaire de la GH, favorise principalement la formation osseuse périostée et la stimulation
du cartilage de croissance, conduisant & des os plus longs, épais et denses chez les hommes.
A l'inverse, I'cestrogéne limite I'expansion périostée et stimule la formation osseuse endostéale
chez les femmes. De plus, la production ovarienne d'cestrogénes accélére la sénescence des
chondrocytes, entrainant une fusion épiphysaire plus précoce, dés la fin de la puberté chez les
femmes.

Enfin, I'hormone parathyroidienne et la calcitonine semblent avoir des effets directs sur
l'activité des ostéoblastes et ostéoclastes, bien qu’elles soient plutdt impliquées dans la
régulation du transfert de calcium entre les os et le systeme sanguin.

Ainsi, des variations dans le taux de formation et la répartition de I'os cortical sont observées
au cours du développement de l'individu. La surface périostée des diaphyses d’os longs reste
en état de formation osseuse stable jusqu’a la puberté, entrainant un élargissement progressif
des diaphyses avec I'age. En revanche, la surface endostéale subit une résorption nette pendant
I'enfance et jusqu’au début de l'adolescence, suivie d’'un dépét plus important a la mi-
adolescence (en particulier chez les sujets féminins), et ce jusqu'a la quatrieme décennie de
I'individu. Alors que le taux de testostérone chez les hommes reste stable tout au long de la vie,
avec une diminution modérée d’environ 1% par an a partir de 30 ans (Brawer 2004), le taux
d'cestrogéne chez les femmes change de maniére drastique et rapide au moment de la
ménopause, conduisant a la résorption de leur surface endostéale.

Le remodelage de l'os cortical, rythmé par des cycles de dépdt et de résorption, est
étroitement lié aux fluctuations hormonales au cours du développement. Cette dynamique
hormonale pourrait donc affecter I'épaississement simultané de I'os cortical et de la dentine en

fonction de I'age et du sexe de l'individu.

1.4.4 Remodelage osseux
Les informations contenues dans cette sous-partie sont issues des travaux de Allen et
Burr (2019) et Ruff et al. (2006).

Le remodelage osseux est un processus impliquant la résorption osseuse locale conduite
par les ostéoclastes, couplé a une production osseuse par les ostéoblastes. Les ostéocytes sont
des cellules mécanosensibles qui, en réponse a des événements localisés et spécifiques tels
que des micro-fractures osseuses ou l'apoptose des ostéocytes, envoient des signaux de
transduction aux cellules osseuses. Les ostéoclastes initient alors la résorption osseuse a la
surface du périoste ou de la cavité endostéale, formant des lacunes appelées Lacune de
Howship. Sous I'effet de cette digestion, un recrutement d’ostéoblastes entraine la synthese de

matiere organique ostéoide dans ces lacunes qui sera minéralisée par la suite (Fig. 1.5).
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Fig. 1.5 —Représentation schématique du remodelage osseux en réponse a une contrainte
mécanique.

Abréviations : CB : cellules bordantes ; OCY : ostéocytes ; OCL : ostéoclastes ; OBL : ostéoblastes
(modifiée, d’'aprés Ruimerman et al. 2005).

Le processus de remodelage osseux est souvent considéré comme un systéme de
rétroaction : une augmentation ou une diminution des contraintes mécaniques, causées par
exemple par une activité accrue ou, a linverse, par une inactivité, stimule I'action des
ostéoblastes ou des ostéoclastes. Cela entraine une augmentation ou une diminution de la
masse osseuse pour s’adapter au nouveau niveau de contrainte. La rétroaction continue jusqu'a
ce que les contraintes mécaniques reviennent a un niveau de déformation « habituel » auquel
'os est adapté. Ce « niveau de déformation habituel » n'est pas constant mais varie selon le
niveau d’activité physique, la localisation squelettique, et selon des facteurs systémiques tels
que l'age, le sexe, I'état pathologique et les antécédents génétiques.

Chez I'numain, la durée du cycle de remodelage, c'est-a-dire le temps écoulé entre le début
de la résorption osseuse et la fin de la formation de la matrice par les ostéoblastes est d'environ
4 & 6 mois. Le taux de remodelage osseux est tres élevé pendant les premieres années de la
vie, et diminue progressivement jusqu’a atteindre la masse osseuse maximale.

Le remodelage osseux permet une meilleure résistance de 'os trabéculaire et cortical a des
contraintes fonctionnelles de différentes fréquences, intensités et orientations (concept de bone
functional adaptation). Ainsi, les charges mécaniques exercées sur la diaphyse, telles que la
tension, la flexion, la compression et la torsion contribuent & moduler la répartition de I'os cortical
le long de la diaphyse. Cette répartition peut étre mesurée a l'aide de la géométrie de section
diaphysaire (ou cross-sectional geometry, CSG), qui apparait comme un indicateur fiable de
l'intensité et de l'orientation des contraintes biomécaniques imposées par les environnements
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terrestre, marin et aérien chez les mammiféres (e.g., Demes et al. 1991 ; Simons et al. 2011 ;
Volpato 2007).

Les techniques récentes de cartographie morphométrique ont facilité la visualisation des
caractéristiques structurelles le long des diaphyses d’os longs (Bondioli et al. 2010 ; Profico et
al. 2021a, 2021b ; Santos et Lacoste Jeanson 2019). Ainsi, des études sur les taxons hominoides
et non-hominoides ont mesuré la répartition topographique de I'os cortical le long de I'humérus
(Bader et al. 2022 ; Cazenave et al. 2017 ; Harbers et al. 2020 ; O’Mahoney et al. 2023 ; Profico
et al. 2021b ; Wei et al. 2021) et sur les os des pieds et des mains (Syeda et al. 2023, 2024 ;
Tsegai et al. 2017), afin d’'apporter de nouvelles perspectives sur I'adaptation du tissu osseux

aux contraintes liées a la locomotion et a la manipulation.

1.4.5 Facteurs de variabilité du développement de l'os cortical (activité physique,
variations populationnelles)

De nombreuses études ont été menées sur le membre supérieur d’athletes afin de
documenter I'adaptation fonctionnelle de I'os cortical aux activités mécaniques. En particulier,
des études de CSG chez des athlétes pratiquant des sports de lancer (comme le tennis et le
baseball) révélent une asymétrie bilatérale significative sur 'lhumérus, entre le membre dominant
et non-dominant. Ainsi, des valeurs plus élevées de densité minérale osseuse et d'épaisseur
d’'os cortical ont été mesurées sur I'humérus dominant, a différents niveaux de la diaphyse (e.qg.,
Bass et al. 2002 ; Haapasalo et al. 2000 ; Kannus et al. 1995 ; Kontulainen et al. 2003 ; Ruff et
al. 1994 ; Shaw 2011 ; Trinkaus et al. 1994 ; Warden et al. 2009, 2017, 2019). L’asymétrie
bilatérale des os de I'avant-bras (radius et ulna) semble étre moins systématique. Par exemple,
certaines études ont montré des différences bilatérales dans la densité minérale osseuse, le
diamétre diaphysaire et I'épaisseur d’os cortical au niveau de la mi-diaphyse et de la portion
distale du radius chez des groupes d'athletes comparés a des groupes témoins (Auerbach et
Ruff 2006 ; Ducher et al. 2006 ; Haapasalo et al. 2000 ; Hildebrandt et al. 2016 ; Kannus et al.
1995 ; Perreard Lopreno 2007), tandis que d'autres n'observent aucune différence dans ces
mesures entre les radii dominants et non-dominants (Ducher et al. 2005 ; Kontulainen et al. 2003
; Troy et al. 2021). Des différences dans I'épaisseur d’os cortical au niveau de la mi-diaphyse de
l'ulna ont également été rapportées entre les bras dominants et non-dominants chez des joueurs
de cricket (Shaw 2011).

Dans le cadre de cette recherche doctorale, les volumes d'os cortical seront quantifiés au
niveau des humeri, ulnae et radii, afin d'explorer leur covariation potentielle avec les volumes de
dentine. Il est attendu que ce signal de développement commun entre I'os cortical et la dentine

BN

varie en fonction des contraintes fonctionnelles propres a chaque os. En particulier, une
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corrélation plus faible entre ces deux tissus est attendue au niveau de 'humérus, en raison de

sa sensibilité accrue aux sollicitations mécaniques pouvant induire la formation d’os cortical.

La variation phénotypique est multifactorielle et doit étre percue comme « un compromis
entre les influences mécaniques et d'autres influences » (Ruff 2019, p. 191).

Par exemple, plusieurs auteurs se sont attachés a documenter la variation morphologique
des hominines fossiles et modernes en lien avec certains parametres environnementaux tels que
le climat, la latitude ou la température (e.g., Franciscus et Long 1991 ; Maréchal et al. 2023 ;
Pearson 2000 ; Ruff 1993, 1994 ; Trinkaus 1981 ; Weisensee 2014).

Des variations dans la longueur des membres, la stature et le poids de populations modernes
issues de différentes régions écogéographiques ont notamment été interprétées comme des
adaptations a différentes pressions de sélection (e.g., Cowgill et al. 2012 ; Foster et Collard 2013
; Ramirez Rozzi et Romero 2019 ; Savell et al. 2016). La robustesse du squelette cranien et infra-
cranien a également été identifiée comme une adaptation a des contraintes environnementales
spécifiques (e.g., Bernal et al. 2006 ; Pearson 2000 ; Stock 2006 ; Trinkaus 1981). Par exemple,
Bernal et al. (2006) suggérent que la robustesse cranienne observée chez les populations
holocénes de Patagonie, notamment au niveau de leurs superstructures osseuses et de leur
appareil masticatoire, pourrait résulter de changements endocriniens liés au climat froid (voir
aussi, Churchill 1998).

Si certaines proportions corporelles des individus immatures, telles que la largeur bi-iliaque
et les indices brachiaux et cruraux, semblent aussi étre dictées par des principes éco-
géographiques, d’autres caractéristiques (comme leur stature ou la longueur de leur membre

inférieur) seraient davantage influencées par des facteurs extrinséques, comme la nutrition.

1.5 Développement de la dentine

1.5.1 Embryologie de I'organe dentaire et dentinogenése
Les informations contenues dans cette sous-partie sont issues des travaux de Chen et al.
(2022), Le Luyer (2016), Scheuer et Black (2000) et Thesleff (2003).

Le développement de I'organe dentaire est régulé par des interactions réciproques entre
I'ectoderme (épithélium oral) et le mésoderme (mésenchyme).

L’émail est d’origine ectodermique, alors que la dentine, la pulpe et le cément dérivent du
mésenchyme, lui-méme issu de cellules de la créte neurale.

Au cours de la 6°™ semaine de développement embryonnaire, a I'emplacement des futures
arcades dentaires, la molécule de signalisation BMP4 couplée a une cascade d'interactions
FGFs/FGFRs induisent I'épaississement de I'épithélium oral pour former les lames dentaires

(Fig. 1.6a). A la 7¢ semaine, pour chaque région ol une dent déciduale doit se développer,
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I'épithélium de la lame dentaire s'épaissit davantage et se divise en quatre couches cellulaires
distinctes, incluant I'épithélium dentaire interne et externe. Cet épaississement entoure des
cellules mésenchymateuses pour former le bourgeon dentaire (Fig. 1.6b). A la 9°™® semaine, ces
cellules proliferent et constituent une masse, appelée papille dentaire. L'expression du facteur
de transcription Runx2 et la molécule de signalisation FGF3 induisent linvagination de
I'épithélium dentaire interne autour de cette papille, créant le capuchon dentaire (Fig. 1.6c). La
dentine, le cément et la pulpe sont dérivés de cette papille dentaire.

A partir de la 14e semaine de développement, le massif épithélial interne est séparé des
cellules mésenchymateuses de la papille dentaire sous-jacente par une membrane basale, qui
deviendra la future jonction émail-dentine. A ce stade, chaque capuchon se transforme en cloche
(Fig. 1.6d), et la différenciation cellulaire commence au niveau de la membrane basale. Une forte
expression de FGF2 dans les cellules de la couche externe de la papille dentaire
mésenchymateuse induit la sécrétion de molécules de signalisation BMP et facteur de
transcription Runx2, indispensables a leur différenciation et maturation en odontoblastes (Fig.
1.6e). La dentinogenése est contrélée par ces odontoblastes qui commencent par sécréter de la
prédentine riche en fibrilles de collagéne de type |, au niveau de la membrane basale. Cette
prédentine est ensuite minéralisée par les odontoblastes pour former la dentine primaire, sous
I'influence de plusieurs facteurs, dont les protéines non-collagéniques DSPP et DPM1. Cela
induit la différentiation des cellules de I'épithélium dentaire interne en améloblastes qui
commencent a déposer de I'émail sur la dentine déja formée. Les odontoblastes migrent vers la
pulpe, laissant derriére eux des prolongements odontoblastiques dans les tubules dentinaires.
Les améloblastes synthétisent de I'émail dans la direction opposée, vers la future surface
occlusale de la dent. Le dépdt d'émail se poursuit jusqu'a ce que la couronne soit compléetement
formée. Les dents antérieures déciduales sont les premiéres a initier leur minéralisation, entre la
14°me et 20°M® semaine de développement embryonnaire.

Une fois la couronne terminée, la formation de la racine commence. La zone de jonction entre
I'épithélium dentaire interne et I'épithélium dentaire externe s’étire pour former la gaine de
Hertwig. Du co6té interne de la gaine, la voie de signalisation Wnt/B-catenine induit la formation
du facteur de transcription Runx2 qui, couplé a la molécule de signalisation BMP2, permet la
différenciation des cellules pulpaires en odontoblastes qui synthétiseront la dentine radiculaire.

Si les odontoblastes présentent une forte activité de sécrétion pendant la dentinogenéese
primaire, celle-ci devient beaucoup plus lente pendant la formation physiologique de la dentine
secondaire, synthétisée en continu apres la fin de la formation de la racine et tapissant les parois

de la cavité pulpaire.
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Fig. 1.6 — Représentation schématique des différentes étapes du développement dentaire.
A : épaississement de I'épithélium oral formant la lame dentaire. B : épaississement de I'épithélium
entourant les cellules mésenchymateuses (stade bourgeon). C : invagination de I'épithélium autour de la
papille dentaire (stade capuchon). D : épithélium dentaire interne séparé des cellules mésenchymateuses
par une membrane basale (stade cloche). E : différenciation des cellules de la couche externe de la papille
dentaire en odontoblastes et des cellules de I'épithélium dentaire interne en améloblastes (d’aprés Le
Luyer 2016).

1.5.2 Régulation hormonale de la croissance dentaire

Des différences dans la taille des couronnes et des racines dentaires ont été mesurées dans
la dentition des individus féminins et masculins, avec des dimensions dentaires plus importantes
chez ces derniers (e.g., Alvesalo 1971 ; Garcia-Campos et al. 2018 ; Garn et al. 1977 ; Harris et
al. 2001 ; Schwartz et Dean 2005 ; Zorba et al. 2014). Les canines permanentes, en particulier,
présentent le plus grand degré de dimorphisme sexuel (e.g., Hillson 1996 ; Schwartz et Dean
2005). En plus de différences dans les dimensions dentaires, des différences dans les
épaisseurs de dentine ont été mesurées entre les sexes (e.g., Feeney et al. 2010 ; Garcia-
Campos et al. 2018 ; Saunders et al. 2007 ; Schwartz et Dean 2005 ; Sorenti et al. 2019 ;
Zilberman et Smith 2001).
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Ce dimorphisme sexuel dans les dimensions et les proportions dentaires est attribué a
I'action combinée de genes portés par les chromosomes sexuels et de la sécrétion d’hormones
sexuelles.

Des études sur les individus présentant des anomalies chromosomiques ont révélé que les
genes associés aux chromosomes sexuels influencent le développement de I'émail et de la
dentine (e.g., Alvesalo 1971, 1997 ; Lahdesmaéki et Alvesalo 2010 ; Pentinpuro et al. 2014). En
particulier, le dimorphisme sexuel dans les dimensions et les proportions dentaires est largement
influencé par le chromosome Y, qui stimule la division cellulaire dans la lame dentaire, favorisant
ainsi 'amélogenése et la dentinogenése (Alvesalo 1997). En revanche, le chromosome X porte
les génes liés au développement de I'’émail, mais semble avoir un impact plus limité sur la
croissance de la dentine (Alvesalo 1997).

Plusieurs études ont également souligné le rdle des stéroides sexuels dans le
développement des tissus dentaires (e.g., Jedeon et al. 2016 ; Kiichler et al. 2021 ; Zilberman et
Smith 2001). L'hormone de croissance (GH) joue un réle crucial dans la régulation de la
croissance et du développement somatique (Meinhardt et Ho 2006 ; Young et al. 1992). A la
puberté, la sécrétion de GH est stimulée par la testostérone, induisant la différenciation des pré-
ameéloblastes et la formation de la matrice dentinaire (Jedeon et al. 2016 ; Madureira et al. 2024).
En revanche, des concentrations élevées d'cestrogéne peuvent inhiber ce processus (Meinhardt
et Ho 2006). Cela pourrait expliquer pourquoi les différences d'épaisseur de la dentine sont plus
prononcées a la puberté lorsque la concentration des deux hormones est plus élevée (Zilberman
et Smith 2001), et pourquoi la formation de dentine secondaire semble augmenter soudainement
chez les femmes durant leur quatrieme décennie de vie, lorsque les niveaux d'cestrogénes
diminuent (Woods et al. 1990).

1.5.3 Facteurs de variabilité du développement de la dentine (stimuli mécaniques,
variations populationnelles)

Contrairement au développement osseux, le développement dentaire est moins sensible aux
stimuli environnementaux (e.g., Cardoso 2007 ; Conceicdo et Cardoso 2011 ; Hillson 2005 ;
Ramirez Rozzi et Romero 2019).

En effet, les odontoblastes, a la différence des ostéoblastes, ne sont pas des cellules
mécanosensibles et il n’'y a donc pas de renouvellement du tissu dentinaire en réponse a des
sollicitations mécaniques (Dean 2017 ; Hillson 1996). Toutefois, I'interaction des odontoblastes
avec les cellules pulpaires forme un complexe dentine-pulpe qui réagit aux stimuli mécaniques
et induit la formation de dentine secondaire irréguliére (aussi appelée dentine tertiaire ; Smith
2000). Selon lintensité du stimulus, la dentine tertiaire peut étre réactionnelle ou réparatrice.
Dans le cas de la dentinogenése réactionnelle, le stimulus est modéré et entraine la production

de dentine tertiaire par les odontoblastes déja existants. En revanche, dans la dentinogenéese
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réparatrice, un stimulus plus intense provoque la mort des odontoblastes et la différenciation de
cellules précurseurs pulpaires en nouveaux odontoblastes, qui initient la réparation du tissu en
synthétisant de la prédentine (Smith 2000).

Il a été démontré que la forme et la courbure des dents monoradiculées (telles que les dents
antérieures) influencent la distribution des contraintes mécaniques générées par la mastication
(Kamble et al. 2012 ; Oyama et al. 2007). A notre connaissance, aucune étude n'a examiné la
relation entre ces zones de fortes contraintes et I'éventuel épaississement de la dentine
radiculaire. Dans le cadre de cette recherche doctorale, nous analyserons la distribution locale
de la dentine radiculaire des dents antérieures a I'aide du package R Toothnroll (voir section
2.6.2) et examinerons la variation topographique de la dentine en lien avec des facteurs

biologiques et fonctionnels (voir résultats en partie 4 du manuscrit).

Afin de détecter un (ou des) signal(aux) de covariation entre I'os cortical et la dentine, les
volumes de dentine seront mesurés sur les dents antérieures (incisives centrales, latérales et
canines) présentant des degrés d’usure faible a modérée (scores 1 a 5, selon Molnar 1971) et
sans pathologie apparente. Cela permet de postuler une exposition modérée de ces dents aux
stimuli mécaniques liés a la mastication, limitant ainsi la formation de dentine tertiaire

réactionnelle ou réparatrice, laquelle pourrait perturber le signal de covariation avec 'os cortical.

L'analyse de restes dentaires appartenant a des groupes humains modernes de différentes
origines génétiques a révélé une variabilité inter-populationnelle significative dans la morphologie
et les proportions des tissus dentaires (e.g., Bernal et al. 2010 ; Blasco-Moreno et al. 2024 ;
Feeney et al. 2010 ; Harris et al. 2001 ; Irish 2016 ; Lease et Sciulli 2005 ; Pilloud et al. 2014).

Par exemple, des dimensions coronaires plus importantes ont été observées sur la dentition
déciduale et permanente des individus d'ascendance africaine par rapport a ceux d'ascendance
européenne (Harris et al. 2001 ; Lease et Sciulli 2005 ; Pilloud et al. 2014). De plus, plusieurs
auteurs ont mesuré des volumes plus élevés d'émail et de dentine coronaire et radiculaire chez
les individus d'ascendance africaine (Augoyard et al. 2023 ; Blasco-Moreno et al. 2024 ; Harris
et al. 2001). Cette variabilité dans les proportions coronaires et radiculaire pourrait étre attribuée
a un rythme de formation dentaire plus rapide chez les populations d'ascendance africaine
(Harris et McKee 1990 ; Liversidge 2003 ; Reid et Dean 2006). Des variations dans le rythme de
développement dentaire ont également été observées chez d'autres populations humaines,
comme les pygmées Baka, souvent associées a des variations plus globales dans la croissance

somatique des individus (e.g., synthése dans Liversidge 2003 ; Ramirez Rozzi 2016).
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1.6 Comparaison des mécanismes de développement de l'os cortical et de la dentine
pendant 'embryogenése

L’os cortical et la dentine sont produits au cours de I'ostéogenése et de 'odontogenése, deux
processus induits par des interactions entre I'épithélium et le mésenchyme. Ces interactions sont
extrémement complexes, initiées et contrélées par plus d’'une centaine de génes. Ainsi, cette
section ne sera pas exhaustive. Elle comportera plutét les principales voies de signalisation et
les facteurs de transcription communs aux deux processus depuis la formation des bourgeons
osseux et dentaires jusqu'a la différenciation des ostéoblastes et des odontoblastes (résumés en
Fig. 1.7). Les similarités observées dans le développement embryonnaire de I'os cortical et de
la dentine pourraient étre a l'origine d'une corrélation phénotypique entre ces deux tissus,

phénomeéne qui sera approfondi dans les parties 3, 4 et 5 du manuscrit.

Les principales molécules de signalisation nécessaires au développement de I'os cortical et
de la dentine appartiennent a la famille des facteurs de croissance des fibroblastes (FGF), a la
famille des facteurs de croissance transformant (TGF)-B (comprenant la protéine
morphogénétique osseuse, BMP) et aux voies de signalisation Wnt (Bonaventure et Silve 2005 ;
Chen et al. 2012, 2022 ; Ornitz et Itoh 2015 ; Thesleff 2003).

Les FGFs sont les premiéres molécules de signalisation a initier le développement osseux
et dentaire. En effet, une cascade d’interactions entre les FGFs et leurs récepteurs (FGFRs) est
nécessaire a la prolifération cellulaire initiant la formation des bourgeons du squelette
appendiculaire et la formation de la lame dentaire a partir de laquelle se développeront les tissus
dentaires (Fig. 1.7 ; Bonaventure et Silve 2005 ; Thesleff 2003). Plus généralement, les
interactions FGFs/FGFRs sont nécessaires a la communication entre les cellules épithéliales et
mésenchymateuses. Les FGFs induisent également la migration et la différenciation cellulaires
et interviennent a d’autres étapes clés du développement de I'os cortical et de la dentine (Ornitz
et Itoh 2015 ; Thesleff 2003).

Les molécules de signalisation BMP, initialement identifiées pour leur r6le dans la formation
osseuse lors de l'ossification endochondrale (Chen et al. 2012), sont également essentielles a la
différenciation des cellules mésenchymateuses de la papille dentaire en odontoblastes
(Parsegian 2023). En plus de leur importance dans le développement embryonnaire, ces
molécules continuent d'étre exprimées dans les ostéoblastes et odontoblastes matures, si bien
que leur inactivation peut entrainer des perturbations dans la minéralisation de I'os cortical et de
la dentine (Chen et al. 2012 ; Jani et al. 2018).

La voie de signalisation Wnt/B-catenine est également impliguée dans la différenciation
ostéoblastique, la formation osseuse et son remodelage. En effet, une étude sur des souris a
montré qu’une sur-activation et une inactivation de cette voie dans les ostéoblastes conduisent
a des cas de surproduction osseuse et d'ostéoporose, respectivement (Glass et al. 2005). Cette

voie est également impliquée dans de nombreuses étapes clés de 'odontogenése. Par exemple,
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des déréglements dans la signalisation de la voie Wnt/3-catenine peuvent induire un arrét
précoce du développement dentaire au stade bourgeon et un arrét de sécrétion de la dentine par
les odontoblastes (Duan et Bonewald 2016).

Une forte expression de FGF2 dans les cellules mésenchymateuses de la papille dentaire
induit I'activation des deux voies de signalisation Wnt/B-caténine et BMP. Les produits de ces
voies, et notamment le facteur de transcription Runx2 et la molécule de signalisation BMP2, sont
indispensables a la différenciation et maturation des odontoblastes qui synthétisent la dentine
primaire au niveau de la couronne et de la racine. L’action couplée Runx2/BMP2 est également
essentielle a la différenciation des chondrocytes du périchondre en ostéoblastes, lors de
l'ostéogenése (Fig. 1.7).

La communication entre les FGFs et ces deux voies de signalisation Wnt/B-caténine et BMP
est complexe, car ces dernieres peuvent également exercer un rétrocontrdle sur la synthése des

FGFs, régulant ainsi la formation cellulaire (Fei et al. 2011).
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Fig. 1.7 — Représentation schématique des principales étapes de ’embryogenése conduisant a la formation de I'os cortical (a gauche) et

de la dentine (a droite).
Les principales voies de signalisation, facteurs de transcription et protéines impliqués dans les différentes étapes sont représentés en bleu. La chronologie
chaque étape du développement osseux et dentaire est exprimée en semaines in utero et encadrée en orange.
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L'ostéogenése et la dentinogenése partagent des similarités dans plusieurs étapes clés
du développement, mais se distinguent par la temporalité des processus de synthese de l'os
cortical et de la dentine. La formation d'os cortical commence a la 9°™ semaine de
développement embryonnaire, par la mise en place du centre d’ossification primaire et la
minéralisation progressive de la matrice organique osseuse au niveau du périoste, accompagnée
d'une résorption endostéale. Cette croissance appositionnelle continue pendant le
développement post-natal de l'individu. En revanche, la minéralisation de la dentine primaire des
dents antérieures déciduales commence entre la 14°™ et la 20°™ semaine du développement
de I'embryon (Scheuer et Black 2000). La synthése de la dentine primaire se poursuit jusqu'a la
fermeture de l'apex des racines : vers 2,5 ans pour les incisives centrales et latérales déciduales
et vers 3,5 ans pour les canines (AlQahtani et al. 2010). Pour les dents antérieures permanentes,
la minéralisation des couronnes débute autour de 2 ans pour les incisives centrales et latérales,
et de 2,5 ans pour les canines, tandis que la fermeture des racines se produit vers 11,5 ans pour

les incisives et 15,5 ans pour les canines (AlQahtani et al. 2010).

Les différences de temporalité dans le développement embryonnaire et post-natal de I'os
cortical et de la dentine devront étre prises en compte lors de l'interprétation du signal de

covariation (ou de son absence) chez les individus immatures.

1.7 Covariation entre les traits, intégration morphologique et modularité
Afin de pouvoir interpréter les variations coordonnées ou indépendantes des volumes d’'os
cortical et de dentine, il est essentiel de comprendre les mécanismes sous-jacents a la

covariation entre les traits.

Deux conditions sont nécessaires pour la covariation entre deux traits : 1) il doit d’abord y
avoir une variation de ces traits, et 2) un mécanisme (notamment fonctionnel ou
développemental) doit créer une association entre les traits, de sorte que la variation les affecte

conjointement (Klingenberg 2005).

L’intégration morphologique fait référence a la variation coordonnée (ou covariation) des
structures anatomiques, liées entre elles par des facteurs fonctionnels et/ou développementaux
(Hallgrimsson et al. 2009 ; Klingenberg 2005). L'intégration ne se produit pas a I'échelle de
'organisme complet, mais plutét au sein d’unités semi-autonomes, ou modules (Goswami et
Polly 2010 ; Klingenberg 2005). Les modules sont constitués de caractéres fortement intégrés
entre eux, assurant ainsi l'intégrité de I'unité fonctionnelle ou développementale. Ces ensembles
de caractéeres sont relativement indépendants des caractéres des autres modules, en raison

d’interactions limitées ou faibles entre les modules (Klingenberg 2005 ; Wagner 1996 ; Fig. 1.8).
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Fig. 1.8 — Représentation schématique des modules (encadrés en pointillé), de leurs
composantes (cercles) et des interactions intra et inter-modules (fleches).

Notez les nombreuses interactions au sein d’'un module et les faibles interactions entre les modules
(Klingenberg 2005).

L’intégration fonctionnelle désigne la covariation, au sein de modules, de traits
phénotypiques remplissant un réle fonctionnel commun (Wagner 1996). Par exemple, Gomez-
Robles et Polly (2012) ont observé une forte intégration morphologique entre les premiéeres
molaires antagonistes d’hominines plio-pléistocénes, qu’ils mettent en relation avec leur role
majeur dans I'occlusion et la mastication. Chez les humains et les chimpanzés, la séparation du
bassin en deux modules ilium et ischiopubis représenterait une division fonctionnelle répondant
a la fois aux contraintes obstétricales et liées a la bipédie (Janin 2021). Schlecht et Jepsen (2013)
ont documenté [lintégration fonctionnelle entre la robustesse osseuse (rapport aire
totale/longueur de I'os), la densité et I'aire d’os cortical mesurées sur les os du membre supérieur
et inférieur de 115 adultes humains modernes. lIs ont constaté une intégration fonctionnelle
systématique entre ces traits, conduisant & un phénotype soit gracile, soit robuste, observé sur
tous les os longs de chaque individu. Selon eux, la covariation entre ces traits permettrait de
maximiser la rigidité du tissu osseux tout en réduisant sa masse, optimisant ainsi l'adaptation
des membres aux contraintes mécaniques habituelles.

Le modéle d’intégration fonctionnelle exclue cependant le role du développement dans la

modularité et l'intégration.
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L'intégration développementale entre des traits phénotypiques peut résulter de similarités
dans les voies développementales qui produisent ces traits (Cheverud 1996 ; Klingenberg 2005).
Par exemple, 'analyse de la variation dentaire d’'une population de cercopithécidés montre une
intégration génétique plus importante entre les molaires et prémolaires qu’entre les dents post-
canines et les incisives, ces derniéres étant génétiquement indépendantes de la dentition post-
canine (Hlusko et Mahaney 2009). Contrairement a celle des primates non-humains, la dentition
humaine présente une plus faible modularité, a I'exception de la premiére molaire, qui forme un
module distinct (Stojanowski et al. 2017). L’analyse des corrélations génétiques basées sur les
mesures métrigues des couronnes indique toutefois une forte intégration entre les incisives
centrales et latérales maxillaires, et une intégration plus faible entre les incisives et les canines
(Stojanowski et al. 2017). De plus, Braga et Heuzé (2007) ont mis en évidence une forte
intégration entre les incisives centrales et latérales chez les humains modernes, associée a une
plus grande plasticité développementale des incisives par rapport aux autres modules dentaires.

L'intégration développementale entre les traits phénotypiques peut également résulter de
réponses similaires a l'influence d'un facteur externe (comme les hormones) sur des voies
développementales distinctes (Cheverud 1996 ; Klingenberg 2005). Par exemple, le taux de
sécrétion de plusieurs hormones, dont I'hormone de croissance, I'IGF-1, I'estradiol et la
testostérone influence la prolifération des chondrocytes dans la plaque de croissance (Allen et
Burr 2019). Ces facteurs hormonaux ont été décrits comme base développementale de la
covariation dans la longueur et la proportion des membres de rongeurs (Hallgrimsson et al.
2009 ; Rolian 2008).

Concernant l'os cortical et la dentine, il est possible que les similarités dans les voies
développementales impliquées dans leur formation (Fig. 1.7) soient responsables d'une
intégration développementale entre ces deux tissus. De plus, la réponse conjointe de 'os cortical
et de la dentine a la sécrétion de I’hormone de croissance (GH) favorisant la formation de I'os
périosté et la production de matrice dentinaire (voir sections 1.4.3 et 1.5.2), soutient également

I'hypothése d'une intégration développementale entre ces deux tissus.

Des modifications dans la structure de la covariation peuvent survenir, sans nécessairement
altérer le schéma sous-jacent de similarités développementales générant cette covariation. En
effet, des processus intervenant & des stades plus avancés de l'ontogeneése, tels que le
remodelage osseux, peuvent exercer une influence significative sur les schémas de modularité
(Klingenberg 2005). Par exemple, Coquerelle et al. (2010) ont mesuré une intégration
développementale entre I'os mandibulaire et les tissus dentaires dans un échantillon
ontogénique d’humains modernes. Jusqu’a I'’émergence de la dentition déciduale, les individus
immatures présentent une forte intégration entre la forme de la mandibule et la minéralisation

dentaire, suivi d’'un déclin progressif de cette corrélation au cours de stades développementaux
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plus avancés. Les auteurs soulignent l'influence majeure des facteurs génétiques sur le
développement dentaire et mandibulaire au cours de I'ontogenese pré- et post-natale. Selon eux,
le déclin progressif de cette relation dent-mandibule pourrait étre le résultat de 'impact croissant

de facteurs exogénes comme la mastication et I'apprentissage du langage.

Dans le cadre de cette recherche doctorale, nous avons intégré des restes osseux pouvant
présenter différentes sensibilités aux contraintes mécaniques (humérus, ulna et radius). Nous
analyserons l'impact du remodelage osseux sur le signal d’intégration développementale entre

I'os cortical et la dentine (voir partie 4 du manuscrit).
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Partie 2 -

Matériels et Méthodes
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2.1 Echantillon d’humains modernes

Afin de constituer I'échantillon d'humains modernes destiné a I'analyse de la covariation entre
I'os cortical et la dentine, il était nécessaire de sélectionner des individus d’age, de sexe et
d’origine géographique différents, présentant au moins un os du bras ou de I'avant-bras ainsi
gu’une dent antérieure maxillaire bien conservés.

Les restes osseux sélectionnés ne devaient pas présenter d’altération majeure de l'os
cortical sur leur surface externe, ni de pathologie (comme des fractures, déformations physiques,
arthrose, etc). Les dents antérieures sélectionnées devaient présenter des degrés d’'usure faible
a modérée (scores 1 a 5, selon Molnar 1971) et avoir terminé le développement de leur racine
(scores G et H, selon Demirjian et al. 1973).

En raison du nombre limité de collections ostéologiques documentées comprenant des
individus immatures, nous nous sommes basés sur plusieurs sites archéologiques pour
composer notre corpus d’individus immatures de différentes classes d’age. L'échantillon adulte
comprend des individus de ces mémes sites, ainsi que de deux collections ostéologiques

actuelles documentées d’Afrique du Sud.

2.1.1 Echantillon archéologique
L’échantillon d’humains modernes archéologiques est constitué d’individus provenant des
cimetieres médiévaux de Sains-en-Gohelle (Pas-de-Calais, France) et de Jau-Dignac-et-Loirac

(Gironde, France).

Le cimetiére de Sains-en-Gohelle présente une aire funéraire de 1167 fosses attribuées a
deux périodes chronologiques distinctes : une phase ancienne (Haut Moyen Age : VI[eme — Xéme
siécles) et une phase récente (Bas Moyen Age : XI®™ — XVI®™ siécles ; Beauval et al. 2012).
Une étude paléobiologique par Beauval et al. (2012) a permis la détermination du sexe des
individus adultes par la méthode métrique de « Diagnose Sexuelle Probabiliste » (Murail et al.
2012), ainsi que I'estimation de leur age au déces par les méthodes de Black et Scheuer (1996)
et Schmitt (2005). Ainsi, les auteurs ont pu identifier 518 individus adultes (257 hommes et 261
femmes) attribués aux classes d’age [20—-29 ans] et 2 30 ans. L'estimation de I'dge au décés des
individus immatures s’est appuyée sur la méthode de Moorrees et al. (1963) reposant sur les
séquences de minéralisation dentaire, ainsi que sur celle de Scheuer et Black (2000), basée sur
la croissance osseuse des diaphyses d’os long. Ces déterminations ont permis aux auteurs de
séparer 415 individus immatures en différentes classes d’age : [0], [1-4 ans], [5-9 ans], [10-14
ans] et [15-19 ans].

Le site de « La Chapelle » de Jau-Dignac-et-Loirac témoigne de quatre phases d’occupation
principales s’étendant de I'Antiquité a la période moderne. Une nécropole mérovingienne datée

du VIIEme — VIlI®me siecles a livré plusieurs sépultures situées au sein et autour d’'une chapelle
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(Cartron et Castex 2006). L’age et le sexe des individus de cette nécropole ont été déterminés
par la méthode de Bruzek et al. (2005) permettant aux auteurs l'identification de 45 individus :
30 individus adultes (13 hommes et 10 femmes) répartis en classes d’age [20-29 ans] et = 30
ans et 15 sujets immatures de classes d’age [< 1 an], [1-4 ans], [5-9 ans], [L0-14 ans] et [15—
19 ans] (Cartron et Castex 2006).

Afin de constituer notre échantillon d’humains modernes archéologiques, nous avons
sélectionné 26 individus de Sains-en-Gohelle (dont 9 individus immatures, 10 femmes et 7
hommes) et 3 individus de Jau-Dignac-et-Loirac (dont 2 individus immatures et une femme). La

composition détaillée de I'échantillon archéologique est présentée en Annexes en Tab. B1.

Cet échantillon, couplé a un échantillon d’humains modernes (voir section 2.1.2), nous a
permis de mener une étude exploratoire de la covariation os-dentine sur un échantillon

ontogénique, mesurée a partir de radii et de canines maxillaires (partie 3 du manuscrit).

Afin de tester 'hypothése d’un signal de covariation os-dentine plus fort chez les individus
venant de terminer leur développement osseux et dentaire et présentant une courte exposition
aux facteurs fonctionnels, nous avons privilégié les individus immatures compris dans les classes
d’age [10-14 ans] et [15-19 ans]. En effet, 'dge de fusion de I'épiphyse distale du radius est
compris entre 14 et 20 ans, selon le sexe (Scheuer et Black 2000). La racine des canines
maxillaires atteint sa longueur définitive vers 12,5 ans et termine complétement son
développement aux alentours de 15,5 ans (AlQahtani et al. 2010). Ainsi, le remodelage osseux
et le dépdt de dentine secondaire auraient une influence négligeable sur le développement de

I'os cortical et de la dentine chez ces individus.

2.1.2 Echantillon actuel documenté
L’échantillon d’humains modernes actuels est constitué d’individus provenant des collections
ostéologiques documentées de la Pretoria Bone Collection (Université de Prétoria, Afrique du
Sud) et de la Human Osteological Research Collection (Sefako Makgatho Health Sciences
University, Afrique du Sud).

La Pretoria Bone Collection (PBC) est conservée au Département d'anatomie de I'Université
de Pretoria, en Afrique du Sud. La PBC, créée en 1943 pour la formation médicale, est une
collection constituée de cadavres provenant de dons et de corps non réclamés. L'utilisation de
ces cadavres pour la recherche est protégeée et réglementée par la loi nationale sur la santé n°
61 de 2003 de I'Afrique du Sud (L’Abbé et al. 2021). Les informations démographiques comme
I'age, le sexe et 'ancestralité des individus sont connues (L’Abbé et al. 2021). La PBC compte
ainsi 1525 individus, majoritairement des hommes d'origine africaine (56,7 %), des hommes

d'origine européenne (19,4 %), des femmes d'origine européenne (13,2 %) et enfin des femmes
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d'origine africaine (10,7 %) (L’Abbé et al. 2021). Les ages moyens de ces quatre catégories sont
de 54 ans, 70 ans, 74 ans et 47 ans, respectivement (L’Abbé et al. 2021). La plupart des individus
non réclamés dans cette collection sont originaires d'Afrigue du Sud ou de pays limitrophes
(comme le Botswana, le Mozambique, le Zimbabwe et la Zambie). Ces individus appartiennent
a des milieux socio-économiques modestes et présentaient des modes de vie éprouvants, les

hommes étant principalement employés dans le secteur minier.

La Human Osteological Research Collection (HORC) est conservée a Sefako Makgatho
Health Sciences University (SMU), en Afrigue du Sud. La collection est composée des restes
squelettiques de plus de 300 individus adultes. Conformément a la loi nationale sur la santé n°61
de 2003, la majeure partie de la collection est composée de corps non réclamés et les dons sont
minoritaires. Les restes de 'HORC sont majoritairement composés d'hommes et de femmes
d’origine africaine, provenant d’hépitaux des provinces de Gauteng et Limpopo (AC Oettlé,

communication personnelle, Septembre 2024).

L’étude exploratoire de la covariation os-dentine mesurée a partir de radii et de canines
maxillaires a été réalisée sur 22 individus de la PBC (10 femmes et 12 hommes) et 10 individus
de la HORC (4 femmes et 6 hommes), ainsi que sur I'échantillon d’humains modernes
archéologiques (voir section 2.1.1). Des informations plus détaillées sur I'aAge et I'origine des

individus sont disponibles en Annexes (Tab. B1).

Afin de mener une étude approfondie des signaux de covariation os-dentine mesurés a partir
des os du bras et de l'avant-bras et des dents antérieures (partie 4 du manuscrit), nous avons
choisi de nous concentrer sur un échantillon adulte présentant une plus grande homogénéité
génétique. En effet, des variations populationnelles dans les proportions des tissus osseux et
dentaires peuvent exister, souvent liées a I'histoire génétique des individus (voir parties 1.4.5 et
1.5.3), rendant l'interprétation des motifs de (co)variation des épaisseurs d’os cortical et de

dentine plus complexe.

Par conséquent, cette étude approfondie s’est concentrée exclusivement sur I'échantillon
d’humains modernes actuels, sans y inclure I'échantillon d‘humains modernes archéologiques.
En complément des individus déja analysés dans la partie 3 du manuscrit, 26 individus
supplémentaires d’ancestralité africaine provenant des deux collections ostéologiques ont été

intégrés a I'étude (7 femmes et 19 hommes ; Tab. C1).

2.1.3 Sélection des restes osseux et dentaires d’intérét pour mesurer la covariation
os-dentine
Le choix des restes osseux et dentaires d’intérét pour mesurer la covariation os-dentine a

évolué au long de ce travail doctoral et sera détaillé ci-dessous.
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En menant I'étude exploratoire sur I'échantillon ontogénique moderne, nous avons émis
I'hypothése que, s'il existe une covariation de l'os cortical et de la dentine induit par des similarités
partagées pendant I'embryogenese, le signal serait plus facilement quantifiable a partir des
portions osseuses et dentaires dont le développement conserve une forte signature génétique.

Pour tester cette hypothése, il était nécessaire de cibler des portions osseuses et dentaires
faiblement influencées par les contraintes mécaniques. Cependant, cela s’avére complexe en
raison de la multiplicité des facteurs agissant sur le développement tissulaire. Le crane semble
étre peu sensible aux influences mécaniques puisqu’il subit des contraintes relativement faibles
au cours de la vie (cf. Willie et al. 2020). Certaines structures cranio-faciales ont souvent été
employées pour explorer les relations phylogénétiques entre populations (e.g., Agostini et al.
2018 ; Relethford 2004). Néanmoins, des effets systémiques liés au niveau d'activité physique
peuvent également influencer les structures craniennes (Lieberman 1996). Une autre région
anatomique montrant une sensibilité réduite aux contraintes mécaniques est la région médio-
thoracique située entre la quatrieme et la septieme cote, présentant une faible réponse aux
sollicitations fonctionnelles exercées sur la cage thoracique (Crowder et Rosella 2007 ; Roberts
et Chen 1972 ; Tommerup et al. 1993). Cependant, l'identification précise des structures
craniennes et des cOtes est difficle, en particulier dans le registre
archéologique/paléoanthropologique ou celles-ci sont souvent absentes ou fragmentées. La
sélection de ces restes osseux aurait alors un intérét limité pour notre étude et ses applications

évolutives.

Ainsi, nous avons mesuré les volumes d’os cortical sur le radius, un élément relativement
fréguent dans le registre paléoanthropologique (Pérez-Criado et Rosas 2017 ; Rodriguez et al.
2016 ; Zipfel et al. 2020). Plus précisément, les mesures se sont concentrées sur la moitié distale
de l'os. En effet, des études ont montré des épaisseurs d'os cortical similaires sur la portion
distale des radii dominants et non-dominants chez des sportifs pratiquant des sports de raquettes
(e.g., Ducher et al. 2005 ; Kontulainen et al. 2003 ; Troy et al. 2021). Toutefois, ces résultats
doivent étre nuancés, car d'autres auteurs ont montré des différences dans le diamétre
diaphysaire et la densité minérale entre les radii droits et gauches chez des athlétes et des
groupes témoins (e.g., Auerbach et Ruff 2006 ; Haapasalo et al. 2000 ; Hildebrandt et al. 2016 ;
Kannus et al. 1995 ; Perreard Lopreno 2007).

Afin de mieux détecter le signal de covariation os-dentine, nous avons exclu la dentition
postérieure de notre étude car la structure interne de ces dents peut étre significativement
affectée par les processus de mastication (e.g., Benazzi et al. 2011b ; Hamon et al. 2012 ; Kay
1975 ; Kupczik et Dean 2008 ; Kupczik et Hublin 2010 ; Le Luyer et al. 2014 ; Olejniczak et al.

2008a ; Pampush et al. 2013 ; Schwartz 2000). Les volumes dentaires ont donc été mesurés a
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partir de canines permanentes maxillaires présentant des degrés d’usure faible a modérée
(scores 1 a 5, selon Molnar 1971).
Plus d’informations sur les portions du radius et de la canine sélectionnées pour I'étude

exploratoire sont données dans la section Materials and Methods de la partie 3.

Dans la partie 4 du manuscrit, nous avons étendu le champ d'application de I'étude
précédente en intégrant, en plus du radius, les autres os du bras et de I'avant-bras, a savoir
'hnumérus et l'ulna. Ces trois types d’os présentent une sensibilité variable aux facteurs
fonctionnels (voir section 1.4.5), entrainant des variations locales d'épaisseur d’'os cortical. Cette
approche permet d'examiner limpact du remodelage osseux sur le signal d'intégration

développementale entre I'os cortical et la dentine.

Afin de déterminer si le signal de covariation os-dentine (ou I'absence de signal) observé a
partir de la canine est également mesurable sur 'ensemble de la denture antérieure, nous avons
élargi notre analyse aux incisives centrales et latérales dans la partie 4 du manuscrit.

Plus d’informations sur les portions de 'humérus, de l'ulna, du radius et de la denture
antérieure sélectionnées pour I'étude approfondie sont données dans les sous-sections 3.2, 3.3

et 3.4 de la partie 4.

2.2  Echantillon fossile

2.2.1 Comment étudier la covariation os-dentine dans un registre
paléoanthropologique fragmentaire ? L'intérét des individus chimériques

Afin de déterminer si une origine commune au signal de covariation entre I'os cortical et la

dentine existe chez les hominines fossiles et modernes, nous avons intégré a ce travail doctoral

des spécimens néandertaliens, ainsi que des spécimens hominines plio-pléistocénes

appartenant aux genres Paranthropus et Australopithecus.

Etant donné la nature fragmentaire du registre paléoanthropologique, I'état de conservation
du matériel osseux et dentaire ne permet généralement pas leur étude exhaustive. Par
conséquent, il existe un nombre tres restreint d'individus présentant a la fois des os du membre

supérieur et une denture antérieure en bon état de conservation.

Pour pallier ce manque d’individus, une alternative a été d’associer des restes osseux et
dentaires appartenant a des individus différents, afin de créer des individus chimériques.
Toutefois, cette méthode peut présenter des biais. Notamment, I'association entre des individus
d'ages chronologiques différents pourrait engendrer une désynchronisation entre le
développement osseux et dentaire, et donc une perte du signal de covariation. Afin de limiter cet
effet, nous avons, dans la mesure du possible, associé des restes osseux dont I'age estimé

correspond a des restes dentaires présentant un stade développemental compatible. De plus,
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I'association de restes appartenant a des individus de sexes différents pourrait introduire un biais
supplémentaire, en raison du fort dimorphisme sexuel affectant les proportions de tissus. Il
convient de souligner que I'estimation fiable du sexe des individus n’a pas été possible, ce qui a
pu conduire a l'association de restes osseux et dentaires provenant d’individus de sexes
différents.

Pour vérifier la validité des individus chimériques, nous avons comparé statistiquement les
ratios de volumes de dentine relativement aux volumes osseux chez des adultes humains
modernes de différents ages et sexes (N = 12) avec les ratios obtenus chez des chiméres
modernes créées a partir de ces mémes individus (N = 132). Les tests de Wilcoxon n’ont révélé
aucune différence significative entre les ratios dentine/os des individus complets et ceux des
chiméres, malgré l'association probable d'os et de dents provenant dindividus d’ages
chronologiques et de sexes différents (Fig. B3 en Annexes). Nous postulons donc que la création
d'individus chimériques constitue une méthode fiable pour une évaluation préliminaire de la

relation os-dentine dans un registre paléoanthropologique fragmentaire.

2.2.2 Individus chimériques néandertaliens du Pléistocéne supérieur
Pour minimiser les variations phénotypiques associées aux processus évolutifs et aux
pressions de sélection environnementales, les individus chimériqgues néandertaliens ont été
créés en sélectionnant des restes osseux et dentaires d’individus ayant vécu a la méme période

chronologique et dans des environnements comparables.

Trois individus chimériques ont ainsi été constitués a partir de spécimens provenant des sites
de Regourdou (France) et Krapina (Croatie), retrouvés dans des couches datées respectivement
du stade isotopique marin (MIS) 5 par biochronologie (Pelletier et al. 2017) et du MIS 5e par
Electron Spin Resonance (ESR ; Rink et al. 1995). Les individus chimériques ont été créés en
associant I'numérus, I'ulna et le radius droits de Regourdou 1 a I'une des trois canines maxillaires
Kr 36, Kr 37 ou Kr 76. L’humérus et le radius de Regourdou 1 sont complets, mesurant
respectivement 310 mm et 232 mm, et sont en bon état de conservation (Vandermeersch et
Trinkaus 1995) (Fig. 2.1). L'ulna droit, mesurant 227 mm, est également bien conservé, bien qu’il
présente une fracture au milieu de la diaphyse et une absence de I'olécrane et du processus
coronoide (Vandermeersch et Trinkaus 1995) (Fig. 2.1). Regourdou 1 a été identifi€ comme un
jeune adulte, d’aprés le degré d’usure dentaire (Vandermeersch et Trinkaus 1995) de sexe
masculin, d'aprés 'analyse morphologique et métrique de son os coxal (Rmoutilova et al. 2024).
Les canines maxillaires droites (Kr 36, Kr 76) et gauches (Kr 37) sont complétes, sans pathologie

apparente et avec des degrés d’'usure de stade 3 (Molnar 1971) (Fig. 2.2).

Deux autres individus chimériques ont été constitués a partir d’éléments osseux et dentaires

provenant des sites de Spy (Belgique), de Vindija (Croatie) et de La Sima de las Palomas del

50



Cabezo Gordo (Espagne). Les spécimens sont associés a des couches datées du MIS 3 par
Wopour les deux premiers sites (Deviése et al. 2017 ; Semal et al. 2009) et par datation U-Th et
OSL (Optical Stimulated Luminescence) pour le dernier (Walker et al. 2008). Le premier
Néandertalien chimérique du MIS 3 est représenté par I'association de 'humérus droit (14B), de
'ulna gauche (15A) et du radius gauche (6) de l'individu Spy Il et de la canine maxillaire droite
Vi 12.5 du site de Vindija. Le second individu a été créé en utilisant les mémes restes osseux en
association avec la canine maxillaire gauche Palomas 35. La diaphyse de 'humérus 14B est
préservée depuis la partie distale de la créte du grand tubercule jusqu'a I'extrémité distale de l'os
et présente une longueur maximale de 239 mm (Hambuicken 2014) (Fig. 2.1). Seule la moitié
proximale de l'ulna 15A est conservée et mesure 141 mm (Hambicken 2014) (Fig. 2.1). Le
radius 6 d’une longueur de 206 mm est complet, bien que son extrémité distale soit manquante
(Hambticken 2014) (Fig. 2.1). L’individu Spy Il a été identifi€ comme un jeune adulte de sexe
masculin (Fraipont et Lohest 1887 ; Shackelford 2014). Les canines maxillaires Vi 12.5 et
Palomas 35 sont complétes et présentent des degrés d’'usure de stade 2/3 (Molnar 1971) (Fig.
2.2).
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Regourdou 1 Spy Il

14B 15A 6

Fig. 2.1 — Humerus, ulna et radius droits appartenant a I'individu Regourdou 1 et humerus droit (14B), ulna gauche (15A) et radius gauche
(6) appartenant a I'individu Spy Il, composant les individus chimériques néandertaliens du MIS 5 et 3, respectivement.
Tous les restes osseux sont en vues antérieures. Echelle : 5cm. (Clichés : Archive Digitale du Neanderthal Museum ; Hambiicken 2014).
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Kr Kr Kr Vi Palomas
36 76 37 12.5 35

Fig. 2.2 —Canines maxillaires droites Kr 36 et Kr 76 et canine maxillaire gauche Kr 37, composant les individus chimériques néandertaliens

du MIS 5. Les canines maxillaires droite Vi 12.5 et gauche Palomas 35 composent les individus chimeériques néandertaliens du MIS 3.
Les restes dentaires sont en vues mésiale (A), distale (B) et linguale (C). Echelle : 1cm. (Clichés : Croatian Natural History Museum ; Zapata et al. 2017 ; en
I'absence de cliché de bonne qualité, une reconstruction 3D de Vi 12.5 a été réalisée sur Avizo).
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2.2.3 Individus chimériques hominines du Plio-Pléistocene
Des individus chimériques hominines ont été créés a partir d’éléments osseux et dentaires

provenant des sites sud-africains de Sterkfontein, Swartkrans et Drimolen.

Ces sites, situés dans le Berceau de I'Humanité (Cradle of Humankind, province du
Gauteng), ont livré des centaines de restes d'hominines datés de la transition entre le Pliocene
et le Pléistocéne et attribués aux genres Paranthropus, Australopithecus et Homo (e.g., Broom
et Robinson 1950 ; Clarke 1998 ; Clarke et Tobias 1995 ; Hughes et Tobias 1977 ; Keyser et al.
2000 ; Moggi-Cecchi et al. 1998 ; Pickering et al. 2012, 2016). Cette transition est marquée par
des changements environnementaux et climatiques majeurs, entrainant la spéciation, I'extinction
et I'adaptation de nombreuses espéces de mammiferes (e.g., Vrba 1985, 1988). Ces
transformations ont souvent été évoquées comme des facteurs déterminants dans I'évolution
des hominines (e.g., Potts 1998 ; Vrba 1985, 1988). Des recherches récentes ont mis en
évidence une grande diversité d'espéces d'hominines et leur proximité temporelle et spatiale
durant cette période, ce qui a entrainé des divergences importantes dans lattribution
taxinomique de certains restes fossiles (e.g., Davies et al. 2024 ; Haile-Selassie et al. 2016 ;
Wood et Boyle 2016 ; Zanolli et al. 2022). La géochronologie des sites tels que Kromdraai B,
Drimolen et Swartkrans reste débattue, suscitant diverses interprétations sur la contemporanéité
des spécimens attribués aux genres Paranthropus, Australopithecus et Homo (synthése dans
Zanolli et al. 2022).

Dans ce contexte, nous avons donc décidé de créer les individus chimériques, non pas a
I'échelle spécifique, mais en associant des restes osseux et dentaires dont l'attribution générique
(Paranthropus ou Australopithecus) a été déterminée de maniére fiable par des études

antérieures.

2.2.3.a Individus chimérigues attribués au genre Australopithecus

Trois individus chimériques ont été constitués a partir de spécimens osseux et dentaires
associés au Membre 4 du site de Sterkfontein (Afrique du Sud), pour lequel plusieurs datations
existent, généralement comprises entre 3 et 2 millions d’années (Ma) (Clarke 2002). Ces
individus chimériques ont été créés en associant I’humérus, I'ulna et le radius droits de I'individu
STW 431 a l'une des trois canines maxillaires permanentes STW 252a, STW 379 ou STW 498a.
Le spécimen STW 431c est un humérus droit de 162 mm de long (Zipfel et al. 2020), ne
conservant que sa moitié distale (Fig. 2.3). L'ulna STW 431b conserve les deux tiers proximaux
de sa diaphyse, d’'une longueur de 180 mm, tandis que la moitié proximale du radius droit STW
431a mesure 105 mm (Zipfel et al. 2020) (Fig. 2.3). Les canines STW 252a et STW 498a sont
incluses dans deux hémi-maxillaires gauches et présentent des degrés d’'usure modérée (stade
2 selon Molnar 1971). Une légére cassure est observée sur la face labiale de la racine de la

canine STW 498a, a environ 1,5 mm du collet. La canine maxillaire droite STW 379 présente
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une couronne légérement usée (stade 2 selon Molnar 1971) et partiellement endommagée.
L'émail est absent sur la surface distale, la majeure partie de la surface labiale, ainsi qu'une
petite portion de la surface mésio-linguale. De plus, I'apex de la racine est [égerement cassé
(Fig. 2.4).

STW
431b

Fig. 2.3 — Humerus droit (STW 431c), ulna droit (STW 431b) et radius droit (STW 431a)
composant les individus chimériques Australopithecus.

Les trois os sont en vues antérieure (A), postérieure (B), médiale (C) et latérale (D). Ces restes osseux
ont été retrouvés dans le Membre 4 du site de Sterkfontein et attribués au genre Australopithecus. Echelle
: 5cm. (Clichés : Zipfel et al. 2020).

55



STW STW STW
252a 498a 379

Fig. 2.4 — Hémi-maxillaire gauche STW 252a, hémi-maxillaire gauche STW 498a et canine
maxillaire droite STW 379, composant les individus chimériques Australopithecus.

Les trois restes dentaires sont en vues labiales. lls ont été retrouvés dans le Membre 4 du site de
Sterkfontein et attribués au genre Australopithecus. Echelle : 1cm. (Clichés : C. Zanolli).

2.2.3.b Individus chimériques attribués au genre Paranthropus

Quatre individus chimériques ont été créés par I'association de 'humérus droit SKX 34805
et de quatre canines maxillaires permanentes SKX 310, SKX 25296, DNH 28 et DNH 73,
attribués au genre Paranthropus (Grine 1989 ; Moggi-Cecchi et al. 2010 ; Susman 1989). Le
spécimen SKX 34805 est un humérus droit dont seuls 79 mm de la portion distale sont conservés
(Fig. 2.5). La canine maxillaire droite SKX 310 montre une couronne tres usée (stade 6 selon
Molnar 1971) et une racine compléte. Une fine couche de cément est présente de I'apex a 1,8
mm du collet. La canine maxillaire gauche SKX 25296 présente une usure modérée de la
couronne (stade 2 selon Molnar 1971) et une racine intacte. La canine maxillaire gauche DNH
28 présente une couronne avec une usure de stade 3 (Molnar 1971) et une légére cassure
apicale de la racine. Enfin, la canine maxillaire gauche DNH 73 présente une usure occlusale de
stade 3 (Molnar 1971) et une racine intacte, sauf une légére cassure a I'apex (Fig. 2.6). Le
spécimen SKX 34805 est associé au Membre 1 du site de Swartkrans (Afrique du Sud) daté de
2,3-1,6 Ma. SKX 310 est associé au Membre 2, daté a 1,36 + 0,29 Ma et SKX 25296 au Membre
3, daté de moins de 1 Ma (Balter et al. 2008 ; synthése dans Cazenave et al. 2017). Les
spécimens DNH 28 et DNH 73 proviennent du site de Drimolen (Afrique du Sud) daté de 2,04 —
1,95 Ma (Herries et al. 2020).
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SKX
34805

Fig. 2.5 — Humerus droit SKX 34805 composant les individus chimériques Paranthropus.
L’humérus est en vues antérieure (A), postérieure (B), médiale (C) et distale (D). Il provient du Membre 1
du site de Swartkrans et est attribué au genre Paranthropus. Echelle : 5¢cm. (Clichés : M. Augoyard).

SKX SKX DNH DNH
310 25296 28 73

Fig. 2.6 — Canine maxillaire droite SKX 310 et canines maxillaires gauches SKX 25296,
DNH 28 et DNH 73, composant les individus chimériques Paranthropus.
Les restes dentaires sont en vues labiale (A) et linguale (B). SKX 310 provient du Membre 2 du site de
Swartkrans, SKX 25296 du Membre 3 de ce méme site et les deux derniers restes proviennent du site de
Drimolen, Les quatre canines sont attribuées au genre Paranthropus. Echelle : 1cm. (Clichés : M.
Augoyard, Moggi-Cecchi et al. 2006).
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2.3 Acquisitions microtomographiques des restes osseux et dentaires
Afin de pouvoir quantifier les volumes d'os cortical et de dentine et leur distribution
topographique dans nos échantillons d’humains modernes et d’hominines fossiles, nous avons
travaillé a partir d’acquisitions UCT obtenues pour I'ensemble des restes osseux et dentaires

inclus dans notre étude.

Etant donné la diversité des collections actuelles, archéologiques et paléoanthropologiques
utilisées dans cette étude, les acquisitions uCT ont été réalisées dans des infrastructures, a I'aide

d’équipements et avec des parameétres d’acquisition différents.

Les restes dentaires de I'échantillon de Sains-en-Gohelle ont été numérisés dans les
plateformes Montpellier RIO Imaging (MRI, Montpellier, France) et In situ Innovative Set-ups
(ISIS-4D, Lille, France), avec les équipements Skyscan 1076 et Ultratom (Rx Solution),
respectivement. Les restes osseux de cette méme collection ont été numérisés a la Plateforme
Aquitaine de Caractérisation des Matériaux (PLACAMAT, Pessac, France) a l'aide de
I'équipement General Electric Phoenix vitome/xs. Les acquisitions UCT des restes osseux et
dentaires de I'échantillon de Jau-Dignac-et-Loirac ont également été réalisées dans cette
plateforme, avec le méme équipement. Les restes osseux et dentaires des collections
ostéologiques sud-africaines HORC et PBC ont été numérisés a la plateforme Microfocus X-ray
tomography facility (MIXRAD) de la South African Nuclear Energy Corporation SOC Ltd (NECSA,
Afrique du Sud) a I'aide d’un équipement Nikon XTH 225.

Les données UCT des restes dentaires des Néandertaliens des sites de Krapina et Vindija
sont issues de I'Archive Digitale du Neanderthal Museum (https://archiv.neanderthal.de/) et ont
été numérisés a 'aide d’'un équipement Viscom AG. La canine Palomas 35 a été numérisée au
Département d’Anthropologie Physique (Université de Murcia, Espagne) a l'aide d’'un Skyscan
1172. L’humérus, l'ulna et le radius Regourdou 1 ont été scannés a I'European Synchrotron
Radiation Facility (ESRF, Grenoble, France) a la Beamline ID 17. Enfin, '’humérus (14B), l'ulna
(15A) et le radius (6) de Spy Il ont été numérisés a I'aide d’un équipement Siemens Somatom
Sensation 64.

Les restes osseux et dentaires attribués aux genres Paranthropus et Australopithecus
proviennent des collections paléoanthropologiques conservées a I'Evolutionary Studies Institute
(Université du Witwatersrand, Afrique du Sud), et ont été scannés au sein de cette Institut, grace
a un Nikon Metrology XTH 225/320 LC.

Des informations détaillées relatives aux parameétres d’acquisition (résolution, courant,
voltage, etc.) des restes osseux et dentaires de I'échantillon d’humains modernes sont données

en Tab. B2 et Tab. C2 en Annexes et en Tab. 2.1 pour I'échantillon fossile.
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Tab. 2.1 — Détails des infrastructures, des équipements et des parameétres nécessaires aux acquisitions microtomographiques des restes
osseux et dentaires composant I’échantillon fossile.

- P Taille de voxel Courant Voltage Logiciel de
Taxon Spécimen Type de dent/os Plateforme Equipement ) LA KV) reconstruction
STW 431c Humerus D
STW 431b Ulha D 91,2 100 130 Nikon-379743
Australopithecus - Stwasla ] R g’:_lg!!l___S__D_ -------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
..... STW252a Maxillare G 88 wo 130 Reconv0.30
______ STW379 ~ URC Evolutionary Studies Institute 298 10 100 2?2
STW 498a Maxillaire G (University of Witwatersrand, Afrique Nikon Metrology XTH 225/320 LC 30,1 100 130 Recon v0.30
_______ SKX310  ...URC . du Sud) 290286 1100
_____ SKX25206 ULC 213 100 100
Paranthropus _ SKX 34805 HumerusD 503 43 15 Nikon-379743
________ DNH28 UC ..249 120 120
DNH 73 ULC 39,9 160 160
Humerus D
Regourdou 1% Uha D ESRF Beamline ID 17 350 N/A 51 N/A
Radius D
Spy I (148) Humerus D Institut royal des Sciences naturelles SIEMENS SOMATOM Sensation % 500 130
Spy Il (15A) Ulha G de Belgique, Bruxelles 64 1953 N/A N/A AMIRA V4.0
Spy Il (6) Radius G ' N/A N/A
Neandertal Kr 36% URC 40 N/A N/A NRecon reconstruction
Kr 372 uLc N/A Viscom AG 33 N/A N/A software
Kr 762 URC 37,5 N/A N/A (Micro Photonics Inc.)
Vi12.5 URC N/A N/A 40 N/A N/A N/A
Département d'Anthropologie
Palomas 35 uLc Physique, Université de Murcia, Skyscan 1172 21,7 100 100 Nrecon v. 1.6.6
Espagne

Abréviations : ULC, canine maxillaire gauche ; URC, canine maxillaire droite ; N/A, non disponible ; ESRF, European Synchrotron Radiation Facility.
a Paramétres d’acquisitions issus de I'Archive Digitale du Neanderthal Museum (https://archiv.neanderthal.de/).
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2.4 Segmentation des restes osseux et dentaire
A lissue des acquisitions uCT, plusieurs images radiographiques sont obtenues. Elles sont
reconstruites a I'aide de divers logiciels (voir Tab. 2.1 dans le texte et Tab. A2, Tab. B2 et Tab.

C2 en Annexes) afin d’obtenir des piles images présentant différents niveaux de gris.

Ces piles d'images ont été importées dans le logiciel Avizo (version 7.1 ; Thermo Fisher
Scientific), afin de procéder a la segmentation, c’est-a-dire a la séparation virtuelle des différents
tissus osseux (i.e., 0s cortical et cavité médullaire laissée vide aprés destruction post-mortem
des tissus mous) et dentaires (i.e., émail, dentine et cavité pulpaire vide, apres la destruction
post-mortem des tissus mous). La segmentation de chaque reste osseux ou dentaire a été
réalisée semi-automatiquement : les seuils de niveaux de gris associés a chaque tissu ont été
définis automatiquement en utilisant la procédure de Half Maximum Height (HMH) adaptée aux
modeles 3D (Coleman et Colbert 2007). Des ajustements manuels ont ensuite été réalisés grace
a I'éditeur de segmentation du logiciel pour corriger les erreurs introduites par I'algorithme de
segmentation automatique. Une fois la segmentation accomplie, les reconstructions 3D virtuelles
des deux éléments osseux et des trois éléments dentaires ont été obtenues par triangulation et
lissage contraint, suivant I'algorithme du Marching Cubes (Lorensen et Cline 1987), grace a la

fonction GenerateSurface du logiciel Avizo.

La segmentation des restes osseux de I'échantillon d’humains modernes, qui consiste a
séparer virtuellement I'os cortical et la cavité médullaire, n'a pas posé de difficultés majeures car
il Na été observé ni altération taphonomique, ni comblement des cavités médullaires par du
sédiment. Cependant, il peut exister une incertitude quant a la distinction entre I'os cortical et I'os
trabéculaire au niveau des extrémités proximales et distales d’os longs. C’est pourquoi nous
avons concentré la segmentation entre 20 % (distal) et 80 % (proximal) des longueurs
biomécaniques de I'hnumérus et de l'ulna. Pour le radius, la segmentation a également été
réalisée entre 20% et 80% de sa longueur biomécanique (pour I'article présenté dans la partie
3), pour ensuite étre contrainte entre 20 % et 70 % de sa longueur, c'est-a-dire en dessous de la

tubérosité radiale qui peut souvent s’avérer poreuse (pour 'article présentée dans la partie 4).

La segmentation des restes dentaires de I'échantillon d’humains modernes consistant a
séparer virtuellement I'émail, la dentine et la cavité pulpaire, n'a pas présenté de difficultés
majeures. En effet, la plupart des dents étaient isolées (c’est-a-dire non incluses dans le
maxillaire) et leurs piles d’images présentaient un fort contraste entre les niveaux de gris.
Toutefois, la distinction entre les différents types de dentine (primaire, secondaire, tertiaire),
lorsqu'ils étaient présents, était complexe en raison de niveaux de gris similaires. Il est donc
probable que les niveaux de gris attribués a la dentine incluaient ces différentes formes de
dentine physiologique et réactionnelle. Pour les canines de I'échantillon d'humains modernes

dont I'apex racinaire était encore partiellement ouvert (score G selon Demirjian et al. 1973), une
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estimation de la portion apicale manquante a été effectuée sur Avizo, en utilisant la méthode de
Le Cabec et al. (2013). Cette méthode consiste & modéliser la portion manquante de la racine
sous la forme d'un cone elliptique afin d'estimer sa longueur, sa surface et son volume. Dans le
cadre de notre étude, cela a permis de déterminer la longueur totale des racines incomplétes,
une étape essentielle pour isoler et mesurer précisément les volumes de dentine radiculaire (cf.

sections Methods des parties 3 et 4).

La segmentation de 'hnumérus et du radius droits de Regourdou 1 n’a présenté aucune
difficulté majeure. Concernant I'ulna droit, une reconstruction virtuelle a été nécessaire au niveau
d’une fracture localisée au milieu de la diaphyse. L’humérus de Spy Il (14B) présentait du
sédiment sur une portion étendue de sa diaphyse, dont les niveaux de gris étaient similaires a
ceux de l'os cortical. La séparation manuelle de ce sédiment a été effectuée a l'aide de I'outil

Brush du logiciel Avizo.

Du sédiment a également été observé a différents endroits de la diaphyse des humeri STW
431c et SKX 34805, mais le contraste important des niveaux de gris entre I'os cortical et le
sédiment a permis une extraction virtuelle sans difficulté (Fig. 2.7). Le radius STW 431b a
nécessité une reconstruction au niveau d'une légére cassure de l'os cortical, localisée sur la
partie proximale de la créte interosseuse. Concernant les canines STW 252a et STW 498a,
incluses dans des hémi-maxillaires, une premiere étape de séparation virtuelle entre la racine et
I'os alvéolaire a été réalisée. Une reconstruction virtuelle de I'apex racinaire de la canine STW
379 a été effectuée sur Avizo, en utilisant la méthode de Le Cabec et al. (2013). La canine SKX
310 présente une fine couche de cément recouvrant la quasi-totalité de la surface racinaire. La
distinction entre le cément et la dentine était nette, due a des niveaux de gris différents entre les
deux tissus. Enfin, la canine DNH 73 contenait du sédiment dans sa cavité pulpaire et a

également nécessité une reconstruction virtuelle de I'apex racinaire (Fig. 2.7).
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Fig. 2.7 — Exemples de coupes 2D obtenues par uCT de ’humérus SKX 34805 (a) et de la
canine DNH 73 (b).

La segmentation des tissus a été réalisée a I'aide du logiciel Avizo, et leurs reconstructions 3D virtuelles
sont présentées en gris pour l'os cortical, en blanc pour I'émail, et en jaune pour la dentine. Notez la
présence de sédiment dans les cavités médullaire (a) et pulpaire (b) de 'lhumérus SKW 34805 et de la
canine DNH 73, délimitées en vert. La cassure de I'apex racinaire de DNH 73 et sa reconstruction virtuelle
sont également visibles. Echelles : 1cm.

2.5 Mesure des volumes et variation topographique de I'os cortical

A partir des reconstructions 3D des humeri, ulnae et radii des différents individus humains
modernes et fossiles, nous avons di mettre au point une méthodologie pour quantifier les
volumes d’os cortical sur différentes portions de la diaphyse, afin de tester leur covariation avec
les volumes dentaires. Ces volumes ont été mesurés sur des portions de 'humérus, de l'ulna et
du radius plus ou moins sensibles aux stimuli mécaniques, afin d’étudier I'impact du remodelage
osseux sur le signal de covariation os-dentine. Les différents volumes d’os cortical sélectionnés
dans cette recherche doctorale ne seront pas décrits dans cette sous-section (voir les sections
Methods des parties 3 et 4). L’accent sera mis sur les méthodologies employées pour isoler

virtuellement ces volumes osseux.

La méthodologie employée pour quantifier les volumes d'os cortical a évolué au cours de ce
travail doctoral, passant d'une méthode manuelle d'alignement des os et de séparation des
volumes osseux sur le logiciel Avizo (uniguement utilisée dans la partie 3) a une automatisation

du processus grace au package R morphomap (utilisée dans les parties 4 et 5).
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2.5.1 Mesure des volumes d’os cortical avec le logiciel Avizo
L’alignement des os et la séparation des volumes osseux a I'aide du logiciel Avizo a concerné
uniguement les os analysés dans la partie 3 de ce manuscrit, c’est-a-dire les radii de I'échantillon

d’humains modernes archéologiques et actuels.

Les acquisitions uCT des radii ont été réalisées dans différentes plateformes (Tab. B2 en
Annexes) et par divers intervenants, entrainant une orientation variable des os dans les
équipements UCT. Par conséquent, chaque radius a été aligné de maniére standardisée afin de
calculer leur longueur biomécanique dans des conditions similaires. Le calcul de la longueur
biomécanique était essentiel pour permettre I'extraction virtuelle des volumes d'os cortical sur

des régions bien délimitées de la diaphyse (voir Fig. 3.1).

Tout d'abord, le module Align Principal Axes du logiciel Avizo a été utilisé pour orienter
chaque modéle 3D du radius selon ses trois axes principaux. L'axe longitudinal de l'os a été
orienté verticalement le long de I'axe z, de sorte que, in fine, ses sections transversales soient
perpendiculaires a cet axe. Le modéle a ensuite été ajusté manuellement a l'aide de I'éditeur de
transformation, de maniére a ce que la téte radiale soit orientée vers le haut et le processus
styloide orienté vers le bas (Fig. 2.8). Toutes les coupes ont ensuite été réorientées selon ce
plan a l'aide de I'outil Resample Transformed Image avec une interpolation Nearest Neighbor et
un mode Extended. La longueur biomécanique a été calculée comme la distance entre les points
médians de I'axe antéro-postérieur sur les surfaces articulaires proximales et distales (Ruff
2002), a laide de l'outil de mesure 2D du logiciel Avizo (Fig. 2.8). Une fois la longueur
biomécanique déterminée, les portions diaphysaires d'intérét ont pu étre isolées virtuellement
grace a linterface de segmentation du logiciel (pour un exemple de séparation des portions
diaphysaires entre 20-30 % et 20-80 % du radius, voir Fig. 3.1).
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231.73

X axis y axis

Fig. 2.8 — Exemple d'alignement d'un radius et de la mesure de salongueur biomécanique
al'aide du logiciel Avizo.

L'axe longitudinal du radius est aligné selon l'axe z a I'aide du module Align Principal Axes. La longueur
biomécanique est mesurée entre les points médians de I'axe antéro-postérieur sur les surfaces articulaires
proximale et distale (Ruff 2002). Une fois cette longueur déterminée, des sections transversales (en
orange), perpendiculaires a I'axe longitudinal, sont positionnées a différents pourcentages de la diaphyse
(ici, 20 %, 30 % et 80 % de la longueur biomécanique).

2.5.2 Mesure des volumes d’os cortical et variation topographique de I'épaisseur d’os
cortical avec le package R morphomap
Le package R morphomap permet de générer des cartographies 2D et 3D des épaisseurs

d’os cortical le long des diaphyses d’os longs (Profico et al. 2021a).
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L’utilisateur commence par importer les surfaces 3D des os longs, qui peuvent étre
préalablement alignées avec d'autres logiciels ou a I'aide du package. Dans les parties 4 et 5 du
manuscrit, nous avons choisi d'aligner les os a l'aide du package morphomap, selon les plans
de référence définis par Ruff (2002). Les définitions des landmarks utilisés pour l'alignement
virtuel sont présentées en Annexes dans le Tab. C4. Les Fig. C2, Fig. C3 et Fig. C4 en Annexes
illustrent la position des landmarks sur les surfaces externes 3D de I'hnumérus, de l'ulna et du
radius, ainsi que leurs alignements respectifs. L'utilisateur définit ensuite le nombre de sections
transversales a extraire a intervalles réguliers le long des surfaces 3D d’os cortical et de cavité
médullaire. Pour chaque intervalle, un plan de coupe perpendiculaire a I'axe longitudinal de I'os
est établi. L'intersection entre ce plan et les surfaces corticales et médullaires détermine les
contours externes et internes (correspondant au périoste et a 'endoste). Pour chaque section,
le centroide est positionné et un nombre défini de semilandmarks est réparti uniformément sur
chaque contour. Ensuite, des lignes sont tracées a partir du centroide, a des angles réguliers
jusqu’a chaque paire de semilandmarks. La triangulation de ces semilandmarks permet de créer
des volumes 3D des régions osseuses d'intérét (Profico et al. 2021a). La distance euclidienne
entre une paire de semilandmarks représente I'épaisseur d’os cortical, calculée pour chaque
paire (cortical-endostéal) a chaque section. Ainsi, une matrice (de X paires de semilandmarks
par Y sections) d'épaisseurs d'os cortical est créée, puis convertie en cartographies
morphométriques 2D et 3D (Fig. 4.1).

Plus d’'informations sur les paramétres (nombres de sections, nombres de semilandmarks,
portions osseuses d’intérét) employés pour le calcul des volumes d’os cortical et leurs

cartographies 2D sont données en section Methods de la partie 4.

2.6 Mesure des volumes et variation topographique de la dentine

2.6.1 Mesure des volumes de dentine avec le logiciel Avizo
L’alignement des dents et la séparation des volumes dentaires a I'aide du logiciel Avizo a
concerné uniquement les dents analysées dans la partie 3 de ce manuscrit, c’est-a-dire les

canines maxillaires de I'échantillon d’humains modernes archéologiques et actuels.

Il était nécessaire de trouver une méthodologie adaptée pour isoler les volumes d’émail, de
dentine coronaire et de dentine radiculaire, en particulier la moitié cervicale de la racine (voir Fig.
2.9 et section Methods de la partie 3). Plusieurs auteurs ont questionné les méthodes optimales
pour différencier la dentine coronaire de la dentine radiculaire (Benazzi et al. 2014a ; Le Cabec
et al. 2013 ; Olejniczak 2006). En raison de la nature sinueuse du collet des canines maxillaires,
Le Cabec et al. (2013) définissent un plan tangent a la ligne cervicale de la dent (qu’ils nomment
« plan cervical ») et qui passe par les points d'extension maximale de I'émail dans le plan labio-

lingual, au niveau de la jonction émail-cément. Nous avons positionné ce plan cervical sur les
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canines analysées, en plagant des landmarks aux points de plus grande courbure de la ligne
cervicale sur les faces labiales et linguales de la dent (Le Cabec et al. 2013). Les coupes ont
ensuite été réorientées sur Avizo selon ce plan, a 'aide de I'outil Resample transformed Image,
avec une interpolation Nearest Neighbor et un mode Extended. Ensuite, chaque dent a été
virtuellement séparée en couronne et racine en effectuant une section au niveau du plan cervical
défini. Cela a permis de calculer les volumes d’émail et de dentine coronaire. La longueur de la
racine a été définie comme « la distance linéaire entre I'apex de la racine et le centre du plan
cervical » (Le Cabec et al. 2013). Une fois cette longueur déterminée, la moitié cervicale de la
racine (i.e., la portion comprise entre 10 — 50 %, ou 0 % correspond au cervix et 100 % a l'apex
de la racine) a pu étre isolée virtuellement grace a l'interface de segmentation du logiciel (Fig.
2.9).

Fig. 2.9 — Méthodologie appliquée dans le logiciel Avizo pour isoler virtuellement la
couronne, la surface totale de la racine et sa moitié cervicale des canines supérieures.

A : Le plan cervical est défini en alignant une coupe avec les landmarks placés aux points de plus grande
courbure de la ligne cervicale sur les faces labiales et linguales. B : Séparation de la couronne et de la
racine en suivant le plan cervical et mesure de la longueur de la racine. C : Des sections transversales
perpendiculaires a l'axe de la racine sont positionnées a 10 % et 50 % de cette longueur pour isoler la
moitié cervicale de la racine (d’aprés Le Cabec et al. 2013).

2.6.2 Mesure des volumes de dentine et variation topographique de I'épaisseur de

dentine radiculaire avec le package R Toothnroll
Dans la section précédente, nous avons décrit la méthodologie employée pour isoler
virtuellement la couronne de la racine, quantifier les volumes de tissus correspondants, et

mesurer la longueur de la racine, une approche qui s'est révélée chronophage. De plus, des biais
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peuvent survenir lors de la position des landmarks au niveau du collet. Cela entrainerait un
positionnement erroné des coupes et, par conséquent, des erreurs dans la quantification des
volumes coronaires et radiculaires, ainsi qu'une sur- ou sous-estimation de la longueur de la
racine. Cette derniére mesure a été définie comme la distance linéaire entre I'apex et le centre
du plan cervical. Cependant, certaines racines, notamment chez les grands singes et certaines
espéces d’hominines, présentent une courbure marquée dans l'axe labio-lingual.

Bien que des protocoles standardisés et reproductibles aient été développés pour les dents
postérieures (Benazzi et al. 2014a ; Kono 2004 ; Olejniczak et al. 2007, 2008b), les
méthodologies appliquées a la denture antérieure restent plus rares (Benazzi et al. 2014a ; Le
Cabec et al. 2013).

La création de cartographies morphométriques (MMs) s'est avérée efficace pour visualiser et
quantifier les épaisseurs tissulaires dans des structures cylindriqgues, comme les diaphyses
osseuses (Bondioli et al. 2010 ; Profico et al. 2021a). Toutefois, les protocoles visant a « dérouler
» virtuellement des objets coniques, tels que les racines dentaires, ont généré des cartographies
irrégulieres, limitant la standardisation et la comparaison entre les cartographies (Bondioli et al.
2010 ; Macchiarelli et al. 2013).

En conséquence, la variation topographique interne des racines n'a pas encore été
précisément mesurée pour les dents antérieures. Pourtant, il a été démontré que la courbure des
dents monoradiculées peut influencer la répartition des contraintes masticatoires (Kamble et al.
2012 ; Oyama et al. 2007). L’analyse de la distribution topographique de la dentine radiculaire
est essentielle pour évaluer la réponse de l'architecture interne de la racine aux forces

fonctionnelles, ainsi qu’aux facteurs génétiques et évolutifs.

Ainsi, a linstar du package morphomap, nous avons développé un nouveau package R,
intitulé Toothnroll et permettant a la fois l'alignement des dents antérieures, ainsi que la
quantification de mesures linéaires (longueur de la racine, longueur de la couronne, diamétres
bi-cervicaux), volumétriques (volumes d’émail, de dentine, de pulpe) et topographiques (2D MMs

et 3D MMs de la dentine radiculaire et de I'émail).

L’alignement, le calcul des volumes dentaires et I'étude de la distribution topographique de
dentine radiculaire des dents analysées dans les parties 4 et 5 de ce manuscrit ont été réalisés

a l'aide de ce package Toothnroll.

Les fonctionnalités du package Toothnroll et son application a I'étude comparative des dents
antérieures d’humains modernes et de Néandertaliens ont été présentées dans un article,
soumis a I’American Journal of Biological Anthropology (en cours de révision) et présenté ci-
dessous. Les mesures 2D et 3D des racines, ainsi que les cartographies morphométriques de la
dentine radiculaire obtenus sur les dents modernes et néandertaliennes seront discutés de

maniére plus approfondie en partie 5 du manuscrit.
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Abstract

Objectives:

We present Toothnroll, a new R package for landmarking, measuring and mapping dental tissues
of anterior teeth. We demonstrate the package utility in comparing measurements of dental
tissues and their topographic distribution between Neandertal and modern human upper anterior
teeth.

Methods:

The required inputs include 3D meshes of enamel, dentine, and pulp, a drawn cervical outline,
and six landmarks along the cervical line, root apex, and dentine horn tip. Toothnroll is
customizable and includes an R function (ToothAlignment) for model alignment. The ToothCore
and ToothShape functions slice the dental meshes and extract coordinates of evenly spaced
semilandmarks from the aligned 3D dental meshes. These coordinates are used to unroll tooth
tissues to create 2D morphometric maps, using the Tooth2Dmap function. ToothVolumes
calculates crown and root tissue volumes. Application of Toothnroll to post-canine teeth and
inherent methodological limitations are addressed.

Results:

Neandertal incisors exhibit larger root variables compared to modern variability, while canines
show a mixed signal. Neandertal lateral incisors fall within the modern range for crown
proportions, whereas upper central incisors and most canines slightly exceed this range.
Additionally, we provide new insights into the enamel and dentine distribution patterns between
Neandertal and modern human anterior teeth.

Discussion:

Toothnroll, a package developed in the open source R environment, integrates key
methodologies in dental anthropology. These include tooth alignment and sectioning, along with
linear and volumetric dental measurements, and morphometric mapping of enamel and dentine.
Using Toothnroll could significantly enhance our understanding of the evolutionary and functional
factors affecting endostructural organization of anterior dentition.

Keywords: Dental morphology, Human evolution, R package, Toothnroll, Virtual anthropology

68



1. Introduction

Due to their relative abundance in the fossil record, teeth have been widely described using
methodological advances in two- (2D) and three-dimensional (3D) virtual imaging (e.g., Bayle et
al., 2011; Bayle, Braga, Mazurier, & Macchiarelli, 2009; Davies et al., 2024; Feeney et al., 2010;
Garcia-Campos et al., 2019; Kupczik & Hublin, 2010; Le Cabec, Gunz, Kupczik, Braga, & Hublin,
2013; Lockey, Alemseged, Hublin, & Skinner, 2020; Olejniczak et al., 2008a, 2008b; Skinner,
Alemseged, Gaunitz, & Hublin, 2015; Zanolli et al., 2022; Zanolli, Genochio, Tournepiche,
Mazurier, & Macchiarelli, 2020; Zilberman & Smith, 2001). Because of the strong genetic
determinism in tooth crown morphogenesis (Hillson, 2005; Sharpe, 2000), dental crowns were
often used as a reliable proxy for inferring taxonomic affinity among primates (e.g., Benazzi et
al., 2011a; Davies et al., 2024; Gamarra, Nova Delgado, Romero, Galbany, & Pérez-Pérez, 2016;
Skinner, Gunz, Wood, & Hublin, 2008; Zanolli et al., 2022). Dental crowns also provide valuable
insights into the dietary behaviors of species, given their direct involvement in mastication
activities (e.g., Kay, 1975; Lucas, Constantino, Wood, & Lawn, 2008; Macho & Berner, 1993;
Olejniczak et al., 2008b; Schwartz, 2000). The literature on crown metrics (e.g., bi-cervical
diameters, crown height) has primarily focused on the posterior dentition, sometimes using
manual approaches (with calipers; see Kay, 1975; Macho & Berner, 1993; Zilberman & Smith,
2001) and recently relying on virtual anthropology (digital measurements from reconstruction
softwares; see Bayle, Le Luyer, & Brown, 2017; Le Cabec et al., 2013; Skinner et al., 2015;
Zanolli et al., 2019). Crown proportions have also been investigated through the measurement
of dental tissue areas and volumes using controlled plane sections and volumetric data (e.g.,
Bayle et al., 2017; Kono, 2004; Lockey et al., 2020; Martin-Francés et al., 2020; Olejniczak et al.,
2008b; Schwartz, 2000; Skinner et al., 2015; Zanolli et al., 2017). Studies combining these linear,
surface, and volumetric measurements provide an overall description of crown tissue proportions,

though inconsistencies in methodologies employed are sometimes noted.

Molars have been extensively studied because of their potential relationship with body size
(Martin, 1985), their importance in mastication (e.g., Kay, 1975; Macho & Berner, 1993;
Schwartz, 2000), and the taxonomic information they provide (e.g., Benazzi et al., 2011a; Davies
et al., 2024; Zanolli et al., 2022). Several standardized and reproducible protocols have been
developed for analyzing 2D and 3D enamel thickness in molars, tailored to their crown
morphology (Benazzi et al., 2014a; Kono, 2004; Olejniczak et al., 2007, 2008b). More limited
attention has been given to the anterior dentition. Nonetheless, differences in linear, surface, and
volumetric measurements have been reported between Neandertal and modern human
deciduous and permanent anterior teeth, aligning with observations from posterior dentition (e.qg.,
Bayle et al., 2017; Benazzi et al., 2011a; Olejniczak et al., 2008a; Smith et al., 2012; Trinkaus,

1978; Zanolli et al., 2019). Neandertals display larger crown sizes in their incisors and canines
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(Trinkaus, 1978), comparable absolute enamel volumes (Bayle et al., 2017; Buti et al., 2017,
Garcia-Campos et al.,, 2019; Smith et al.,, 2012) and greater dentine surface/volume values
(Augoyard et al., 2023; Bayle et al., 2009, 2017; Buti et al., 2017; Garcia-Campos et al., 2019).
Consequently, Neandertals exhibit lower average and relative enamel thickness in their canines
(Bayle et al., 2009, 2017; Buti et al., 2017; Garcia-Campos et al., 2019; Smith et al., 2012), while
the average enamel thickness of incisors remains consistent across taxa (Bayle et al., 2017;
Smith et al., 2012).

A growing number of studies question the influence of dietary behaviors on enamel
distribution across tooth crowns in hominoids (e.g., Kono, 2004; Schwartz, 2000; Skinner et al.,
2015). For example, linear measurements taken from cross sections of the mesial cusp reveal
thicker enamel in functional cusps of molars compared to nonfunctional cusps (Schwartz, 2000).
However, single-section analysis provides only site-specific morphological information and fails
to capture the broader morphometric variation. The creation of morphometric maps (MMs) has
proven to be an effective method for visualizing and quantifying tissue thickness distribution.
Initially applied in bone biomechanics, MMs helped for the visualization of bone thickness
variation in relation to locomotion (e.g., Cosnefroy et al., 2022; Morimoto, De Ledn, & Zollikofer,
2011; Puymerail, 2017; Puymerail et al., 2012a, 2012b) or object manipulation (e.g., Syeda,
Tsegai, Cazenave, Skinner, & Kivell, 2023; Tsegai et al., 2017). This method allows the virtual
unzipping of long bone shafts, their unrolling into a 2D plane and provide rapid visual comparison
of tissue distribution patterns among individuals (Bondioli et al., 2010; Harbers et al., 2020;
Profico, Bondioli, Raia, O’Higgins, & Marchi, 2021a; Profico et al., 2021b; Puymerail, 2017,
Puymerail et al., 2012a, 2012b). Enamel thickness topography have been extensively studied in
Neandertals and modern humans, using 3D enamel thickness distribution maps obtained with
various R packages and softwares (e.g., Bayle et al., 2017; Buti et al., 2017; Garcia-Campos et
al., 2019; Martin-Francés et al., 2020; Zanolli et al., 2018a). In contrast, virtual enamel unrolling
has received limited attention and relies on custom R routines developed for these specific
studies (Zanolli et al., 2017, 2018b).

Compared to the crown, more limited attention has been given to the external and internal
morphology of dental roots of hominoid dentition. One possible explanation may be the high
variability in root number and morphology of post-canine teeth (rev. in Kupczik, 2003), which
could complicate measurement standardization and comparison. Crown features have also been
considered more phylogenetically informative than roots, particularly the enamel-dentine junction
whose formation in under strong genetic control (e.g., Davies et al., 2024; Olejniczak et al., 2007;
Skinner et al., 2008; Zanolli et al., 2022). Nevertheless, studies have suggested that tooth roots
can also bear a phylogenetic signal, as root size and shape may discriminate between human

and non-human primates (e.g., Emonet et al., 2012; Le Cabec et al., 2013; Moore, Hublin, &
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Skinner, 2015; Paquette, 1985; Smith & Paquette, 1989; Wood, Abbott, & Uytterschaut, 1988).
Differences in size of anterior tooth have been reported between Neandertals and modern
humans, with the former having greater root length and larger bi-cervical root diameter (Kupczik
& Hublin, 2010; Le Cabec et al., 2013). Some studies also demonstrated direct correlation
between the external root morphology, and dietary behaviors (Hamon et al., 2012; Kupczik &
Dean, 2008; Spencer, 2003).

Patterns of radicular dentine thickness topography have been examined on single tooth
specimen using 2D morphometric maps (for previous works on Neandertals lower incisors and
canines, see Bayle et al., 2011; Bondioli et al., 2010; Zanolli et al., 2014, 2018a, 2020a; and on
lower third premolar, see Fiorenza et al., 2019). Bondioli et al., (2010) introduced a methodology
for "cone-shaped" root unrolling, resulting in planar maps with irregular borders that strictly match
the original 3D root shape. However, “since this approach limits the possibility of standardization
(i.e., different specimens provide maps of different shapes), the value of related statistical
comparisons among variably sized objects is diminished” (Macchiarelli et al., 2013, p.264).
Recently, new cartographic projection methods have been applied to hominin roots, resulting in
2D morphometric maps with regular borders and minimal distortion (Fiorenza et al., 2019; Zanolli
et al., 2018a, 2020a). Yet, these 2D projections were also achieved using custom routines, and

the underlying computational methodology remains unclear.

Due to these methodological limitations, topographic variation in internal root structure has
not yet been precisely quantified for the anterior human teeth. Anterior dentition consists of
single-rooted incisors and canines, where root shape and curvature affect the distribution of
stress from masticatory forces (Kamble et al., 2012; Oyama et al., 2007). To our knowledge, no
study has directly examined the potential association between these stress locations and
radicular dentine thickening in anterior teeth. Yet, studying the local distribution of radicular
dentine is of great interest to assess the genetically- and/or functionally-related variation in

dentine thickness topography.

To date, no computational tool enables the combined analyses of dental linear, volumetric,
and topographic measurements. Therefore, a single and integrated solution is still needed to
enable the 2D and 3D analysis of dental remains, using appropriate methods tailored to crown

and root shapes.

Here, we introduce Toothnroll, a new R package designed to automatically align 3D models
of anterior teeth. The package also enables computation of 2D (i.e., root length, crown length,
and bi-cervical root diameters) and 3D (i.e., dental tissues volumes) measurements, as well as
the generation of 2D and 3D morphometric maps (MMs) of radicular dentine and enamel. We
demonstrate the application of Toothnroll on a modern single-rooted tooth. To illustrate an
example of a broad comparative study achievable from the package, we compare dental tissues
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measurements and their topographic distribution in upper anterior teeth between Neandertals
and modern humans. The R code and runnable examples are freely distributed in the R-package

Toothnroll.

2. Materials and Methods

Toothnroll R package allows the analysis of single teeth and the multivariate analysis of
multiple individuals. The package contains the mesh of an upper permanent central incisor
belonging to a modern male individual (n°6423) from Pretoria Bone Collection as example data
to replicate entirely the workflow presented here.

A case study sample has been used to perform a multivariate analysis of the outputs of
Toothnroll in processing the upper anterior dentition of modern humans (23 adult individuals) and
Neandertals (12 isolated teeth from Krapina, Croatia; Tab. Al). The modern human teeth have
been scanned at the micro-focus X-ray tomography facility (MIXRAD) of the South African
Nuclear Energy Corporation (Necsa), Pelindaba, at resolutions ranging from 40 to 58um, using
a Nikon XTH 225ST equipment (Hoffman & De Beer, 2012). The Human Subjects Research form
can be found in Supplementary Online Materials. The fossil material has been downloaded from
the Digital Archive of the Neanderthal Museum (https://archiv.neanderthal.de), and scanned at
resolutions ranging from 31.2 to 40um. Acquisition parameters of the samples are reported in
Tab. A2. All the selected anterior teeth show low to moderate wear degrees (stages 2 to 3;
Molnar, 1971). Teeth exhibiting more advanced occlusal wear (stages 4 to 5; Molnar, 1971) were
exclusively used for root measurements (Tab. Al). A semi-automatic threshold-based
segmentation of enamel, dentine, and pulp tissues was carried out with Watershed segmentation
tool and manual corrections, using Avizo 7.0 software (FEI Visualization Sciences Groupe, VSG).
Surface rendering was performed using triangulation and constrained smoothing from the
volumetric data (marching cube algorithm; Lorensen & Cline, 1987). The 3D meshes of enamel,
dentine and pulp tissues have been downsampled to 200,000 triangles. The cervical outline of

each tooth was drawn using the Surface Path Set tool in Avizo (with PlaneCut connector).
2.1. Installation and data input

The Toothnroll R package is available on CRAN, the user can install the package running the
instruction install.packages(“Toothnroll”). Toothnroll requires as input at least one mesh among
the 3D models of enamel, dentine, and pulp tissues. The user also needs to import the cervical
curve and six landmarks: four landmarks set at the points of greatest curvature of the cervical
line on the lingual, mesial, labial, and distal sides of the tooth (in that order), one at the root apex
and another at the dentine horn tip (for canines) or central mamelon (for incisors; Tab. 2.2, Fig.

2.10). Tab. 2.2 also provides guidelines for landmarking in the case of worn, developing teeth,
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and teeth with distally bent root apex. The cervical curve and the six landmarks are required to

properly align the 3D mesh(es) before performing the extraction of virtual sections.

X X

B 2

4
2
50

A

Fig. 2.10 — Toothnroll inputs - 3D meshes of the enamel, dentine, and pulp tissues, the
cervical curve, and the six landmarks - and their alignment according to: root analysis (A),
and crown analysis (B).

The features of the R package include:

O

ToothAlignment function: a tool to align the dental meshes according to i) the shape of
the cervical border, ii) the 3D coordinates of the lingual, mesial, labial, and distal margins
and iii) the coordinates of the landmark defining the ending point of the axis along which
extracting dental cross-sections.

ToothCore function: a function to extract cross-section from virtual materials (enamel,
dentine and pulp). ToothCore includes an option to extract the virtual sections from curved
structures (e.g., curved roots in some primate species).

ToothShape function: to extract evenly spaced coordinates from the aligned 3D dental
meshes. The user can choose the interval and number of equiangular semilandmarks to
be defined along each dental cross-section.

Tooth2Dmap function: to create 2D maps of dental tissue thickness.

Tooth3Dmap function: to create 3D maps of dental tissue thickness.
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ToothVolumes function: to calculate dental tissue volumes for user-specified portions of

the crown and root.

ToothExport and Toothimport functions: to export and import the aligned meshes.

ToothPCA function: to perform a Principal Component Analysis of dental thickness maps.

ToothVariations function: to map morphometric map extreme conformations along PCs in

the morphospace.

Tab. 2.2 — List and definitions of the six landmarks used for the tooth alignment.

No. Definition Notes
1 The point of greatest curvature of the
cervical line on the lingual side of the tooth
5 The point of greatest curvature of the
cervical line on the mesial side of thetooth
3 The point of greatest curvature of the
cervical line on the buccal side of thetooth
4 The point of greatest curvature of the

cervical line on the distal side of the tooth

The root apex, if the aim is to analyze the
root

If the root apex is damaged or undergoing
completion, a plane is set from the apex,
perpendicular to the longitudinal axis of the
tooth. Upon reaching the first complete
dentine ring, this plane is digitized, and its
midpoint is used. Total root length has to be
estimated for the subsequent sectioning
process.

For tooth with distally bent root apex, a
plane is set from the axis origin,
perpendicular to the longitudinal axis of the
tooth. Upon reaching the last plane of
normal root shape, this plane is digitized,
and its midpoint is used. Total root length
has to be estimated for the subsequent
dental sectioning process.

The dentine horn tip (or central mamelon in
incisors), if the aim is to analyze the crown

If dental wear makes the identification of the
central mamelon challenging, a line is
digitized along the dentine patch and its mid-
point has been used
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2.2. Dental 3D meshes alignment

ToothAlignment defines the axis along which slicing the 3D meshes. The first step of the
alignment process consists of a translation of the cervical outline (set provided by the user) by
principal component analysis. As a result, the barycenter of the cervical outline will be translated
at the axis origin and the x and y coordinates will define the best fit plane (cervical plane)
intercepting the greatest variance of the cervical border form. Secondly, the axis between the
barycenter and the ending point is defined (longitudinal axis). For root analysis, the user can
specify aligning with the fifth landmark as the ending point. For crown analysis, the alignment can
be made with the sixth landmark as the ending point (Tab. 2.2). The user needs to specify if the
structure to be processed is the root or the crown by setting the argument analyse on ‘r’ or ‘c’.
Subsequently, the dental meshes are aligned accordingly (Fig. 2.10).

The output of ToothAlignment consists of a list containing the aligned materials (up to three
different materials), the root or crown length, defined as the linear distance between the centroid
of the cervical outline (i.e., the axis origin), and the root apex or the dentine horn tip, respectively.
The function also returns the bucco-lingual (BL) and mesio-distal (MD) diameters defined as the

linear distance between the four imported landmarks.

2.3. Extraction of dental cross sections and equiangular semilandmarks and volume

calculations

The cross-sections are extracted by using the function ToothCore. It uses the output from
ToothAlignment to define the longitudinal axis along which extracting the cross-sections. The
operator will set the number of cross-sections to be extracted along the dental length and the
starting and ending points (expressed as percentages of the dental length). At each interval, a
cross-sectional plane parallel to the cervical plane and perpendicular to the longitudinal axis is
set. The intersection between the cutting plane and the meshes (for example dentine and pulp)
defines the outlines (external and internal) of each cross-section. The function ToothShape will
extract a given number of evenly spaced semilandmarks from each cross-section. The user will
decide whether to order the semilandmarks of each cross-section clockwise or counterclockwise.
The sets of outlines on the meshes could be used to triangulate the semilandmark configuration
to create 3D volumes of dental material regions of interest. The function ToothVolume calculates
the volume of each material and the difference between them and returns the volumes as 3D
meshes (Fig. 2.11).
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Dental section number 1

Root volume Pulp volume  Dentine volume

Dental section number 1
g Crown dentine
Crown volume  and pulp volume Enamel volume

Fig. 2.11 - Example of the extraction of dental cross-sections, equiangular
semilandmarks, and volume calculations.

(A) Position of 16 cross-sections of 21 equiangular semilandmarks (black and red spheres) on root and
crown surfaces. (B) First dental section extracted along the root and crown and obtained with the
ToothShape function. 21 lines are drawn at equally spaced angles from the barycenter of the cross-section.
(C) The different volumes computable from the ToothVolumes function for user-specified portions of the
root and crown.

2.4.  Drawing of two-and three-dimensional morphometric maps

After extracting the sets of semilandmarks on two different materials, the user can use the
functions Tooth2Dmap and Tooth3Dmap to create two- and three-dimensional morphometric
maps. The x-axis of the 2D map represents thickness in correspondence of the semilandmarks
of the cross-section. The direction of the unrolling (clockwise or counterclockwise) is set in the
function ToothShape. The y-axis corresponds to the cross-section extending from the start to the
endpoint of the selected region. The function Tooth3Dmap uses the same information to project
the matrix of dental thickness onto a 3D model provided by the user, usually the output from
ToothAlignment (Fig. 2.12).
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Fig. 2.12 — Two- and three-dimensional morphometric maps of (A) scaled dentine
thickness variation along the 10-50% portion of the root and (B) scaled enamel thickness
variation along the 30-90% portion of the crown.

2D morphometric maps were obtained using the Tooth2Dmap function, and 3D morphometric maps using
the Tooth3Dmap function.

2.5. Drawing of two-dimensional morphometric maps obtained from non-curved and

curved slicing

The ToothCore includes an option to extract the virtual sections from curved structures. The
logical argument curved allows the user to decide if automatically adjusting the angle of the
cutting plane with longitudinal axis based on the curvature of the axis: if FALSE (default setting),
the cutting plane is perpendicular to the longitudinal axis; if TRUE, the cutting planes will follow
the mesh curvature. We demonstrate the application of the ToothCore function by slicing the
curved root of the Neandertal lateral incisor d159 using the appropriate slicing method. We then
compare the resulting 2D morphometric map with the one obtained from non-curved slicing (Fig.
2.13).
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Fig. 2.13 — Example of two-dimensional morphometric maps obtained from non-curved
and curved slicings.

(A) Position of the cutting planes obtained on the Neandertal upper lateral incisor (specimen d159) when
setting the argument curved from ToothCore function to TRUE (left) and FALSE (right), (B) the resulting
radicular dentine morphometric maps, and (C) a map showing the absolute difference between the two
maps. Scalebar = 2.5mm.
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2.6. Case study - the anterior dentition of modern human and Neandertal

The ToothAlignment function was first used to align the dental materials of modern humans
and Neandertals and to measure the root length (RL), the crown length (CL), the bucco-lingual

(BL), and mesio-distal (MD) root diameters.
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To avoid overestimating dental tissue volumes due to potential cement deposition in the
apical third of the root (Le Cabec et al., 2013), radicular dentine volume and topographic
distribution focused on the 10-50% portion of the total root length. Here, 0% represents the axis
origin, and 100% the root apex. For crown volume calculation, we considered the portion between
the first complete enamel ring occurrence (around 30% of the total crown length, accounting for
the sinuous trend of the cervical line) and 90% of the total crown length. Thus, from the previously
aligned 3D models, 41 cross sections spanning from 10% to 50% of the root length, and 61 cross
sections spanning from 30% to 90% of the crown length were extracted using the ToothCore
function. At each cross section, 100 paired equiangular semilandmarks were defined on the
external and internal outlines using the ToothShape function. We calculated root volumes,
including the total root volume, the dentine volume, and the pulp volume for the 10-50% root
portion (Vr 10-50%, Vd 10-50%, and Vp 10-50%, respectively). We also computed the total crown
volume, the enamel volume, and the crown dentine and pulp volume for the 30-90% crown
portion (Vc 30-90%, Ve 30-90%, and Vcdp 30-90%, respectively). All these volumes were

computed using the ToothVolumes function.

Each 2D and 3D variable measured on upper anterior teeth of Neandertals was compared to
the mean and to the limits of variation estimated in the entire sample of modern humans, using

adjusted Z-score analysis (Scolan, Santos, Tillier, Maureille, & Quintard, 2012).

Individual 2D morphometric maps (MMs) of scaled dentine and enamel thickness were
calculated from the Euclidean distance between each pair of semilandmarks (dentine-pulp, and
enamel-dentine), using Tooth2Dmap function. Additionally, 2D morphometric maps depicting the
mean variation in dentine and enamel thickness were computed for both taxa. However, due to
the limited availability of well-preserved crowns for Neandertal central and lateral incisors, their

mean maps could not be generated.

The comparison of the 2D MMs of enamel and dentine thickness distributions between
Neandertal specimens and the comparative modern sample was assessed using principal
component analysis (PCA), performed with ToothPCA. This function runs a PCA on a multivariate
dataset consisting of a list of enamel or dentine thickness values derived from semilandmark

coordinates along the dental crown or root, for each individual.

3. Results

3.1.  Comparison of 2D and 3D dental root and crown variables

Ten linear and volumetric variables describing tooth proportions were measured or calculated
for each anterior tooth of modern humans and Neandertals. The definition of each metric can be

found in Tab. A3. Here, we present dental metrics directly computable from the Toothnroll R
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package. The measured dental variables and their descriptive statistics for the modern human

and Neandertal samples are presented in Tab. A4.

The adjusted Z-score analysis reveals significant deviations from modern variability in all 2D
and 3D root variables measured in Neandertal central and lateral incisors, with higher values
observed in the latter (Fig. 5.7). A more mixed signal is seen for the canines, where all their MD
diameters, along with the BL diameters and pulp volumes of some canines fall within the 95% of
modern human variation (Fig. 5.7). Regarding crown proportions, all Neandertal lateral incisors
are within the modern variability range, while more variability is seen for the central incisors and
canines (Fig. Al).

3.2. Comparison of 2D and 3D dentine and enamel distribution patterns

Both modern humans and Neandertals exhibit a globally similar radicular dentine distribution
pattern in their upper anterior teeth (Fig. 5.8 and described in further details in Part 5 of the PhD
manuscript). Nevertheless, the PCA analysis shows distinct patterns in central incisor root
topography between Neandertals and modern humans, particularly along PC2 (Fig. 5.9).
Neandertals tend to exhibit thicker dentine in the mesio-labial portion of the root, while no such
discrimination is observed in lateral incisors. For upper canines, there is a slight discrimination
along PC1, indicating thicker dentine on the labial aspect of the root in modern humans (Fig.
5.9).

Mean morphometric maps of enamel distribution also evidence similarities between tooth
types (Fig. A2). However, while PCA results show overlapping patterns in Neandertal and
modern human central incisors and canines, there is a clear distinction in enamel distribution for
Neandertal lateral incisors compared to the modern variation space. The former exhibits thinner

enamel at the lingual margin of the ending crown (Fig. A3).

3.3. Comparison between 2D MMs obtained from curved and non-curved slicing of

Neandertal lateral incisor root

The Fig. 2.13 shows the 2D MMs obtained by modifying the "curved" argument of the
ToothCore function on the Neandertal upper lateral incisor (specimen d159), which exhibits slight
labio-lingual curvature. The virtual slicing of the root along this curved axis seems to affect the
resulting mapping. Specifically, the labial aspect of the root shows thinner dentine distribution
around 10-15% of the root length (i.e., near the cervix) compared to the map generated using
standard (non-curved) slicing.

From this example, we demonstrate that adjusting the cutting plane angle relative to the
longitudinal axis of the root can influence the resulting 2D morphometric maps. This confirms the

routine ability to map anterior teeth with varying degrees of root curvature.
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4. Discussion

In this article, we have outlined the functionalities of the Toothnroll R package and tested its
applicability in the comparative study of modern human and Neandertal dental remains. The
results obtained from 2D and 3D dental measurements confirm previously documented findings
in these two taxa (for further discussion on the measured root proportions and volumes, see Part
5 of the PhD manuscript, and for discussion on the crown proportions, see Supplementary
Discussion on Appendix A). Neandertal maxillary anterior teeth have larger and more labially
convex roots than modern humans (e.g., Garralda et al., 2020; Le Cabec et al., 2013; Maureille
et al., 2020). However, this variation in root shape does not appear to impact dentine distribution,
as we observed broad similarities in the pattern of thickness distribution along the mid-root region
of anterior teeth in both taxa. The dentine thickness distribution maps we obtained align with
previous studies, showing thick vertical dentine areas along the lingual and labial aspects of the
10-50% root portion (Bayle et al., 2011; Bondioli et al., 2010; Zanolli et al., 2014, 2018a, 2020a).
Our study emphasizes the overlapping pattern of enamel distribution in Neandertal and modern
human central incisors and canines. However, the enamel distribution of Neandertal lateral
incisors deviates from modern variability, displaying thinner enamel at the top of the crown, along
the lingual margin. This deviation could be attributed to the shovel-shaped lingual morphology

observed in this tooth type in our Neandertal sample.

The R package Toothnroll is intended to facilitate the combined analyses of dental linear,
volumetric, and topographic measurements on anterior teeth, using methods tailored to crown
and root shapes. The package is designed to semi-automatically: (a) align dental 3D models
(ToothAlignment), (b) calculate dental metrics (i.e., root length, crown length, and bi-cervical root
diameters), (c) slice the 3D models and place semilandmarks on the inner and outer outlines of
each section (ToothCore, ToothShape), (d) extract enamel and dentine thicknesses from the
semilandmarks coordinates for 2D and 3D morphometric mapping (Tooth2Dmap, Tooth3Dmap),
and (e) perform multivariate analyses of dental thickness maps (ToothPCA). Toothnroll also
allows users to export (ToothExport) and import (Toothimport) the outputs from the

ToothAlignment function in a .txt file format.

Root and crown lengths, and bi-cervical diameters computed by the ToothAlignment function
were compared to the results obtained using the 3D measurement tool in Avizo 7.0 software
(Thermo Fisher Scientific) (Tab. A5). The outputs from Toothnroll are consistent with the results
obtained from Avizo, a commonly used software for dental linear measurements (e.g., Bayle et
al., 2017; Garralda et al., 2020; Le Cabec et al., 2013; Zanolli et al., 2019). From the preliminary
case study conducted here, we have seen that Toothnroll greatly facilitates effective analysis of
dental structures and should provide a valuable addition to the other computational approaches

available for dental anthropology research.
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Toothnroll enables rapid processing of large samples by integrating, into a single package,
algorithms for tooth alignment and sectioning, linear and volumetric dental measurements, and
morphometric mapping of dental tissues. Moreover, the package is designed to adapt to anterior
tooth root curvature by adjusting the angle of the cutting plane with the curvature of the root
longitudinal axis. Thus, the routine is particularly suitable for analyzing mammalian maxillary and

mandibular anterior dentition with varying degrees of labio-lingual curvature (Kupczik, 2003).

We encountered some challenges when applying the routine to posterior dentition. Firstly,
our alignment protocol is unsuitable for multi-cusped and multi-rooted teeth, as the
ToothAlignment function requires a single endpoint (either the dentine horn tip or root apex) to
establish the longitudinal axis for aligning the crown and root, respectively. Secondly, post-canine
dentition exhibits significant variability in root number (rev. in Kupczik, 2003). Furcation occurs at
various locations along the roots, resulting in a high frequency of partial or complete root fusion
in posterior dentition (Kupczik, 2003). The variability in root numbers and displacement of root
furcation complicates the development of a systematic and repeatable slicing protocol and
subsequent 2D morphometric mapping.

The package Toothnroll is written in the open-source R programming language. From the
perspective of open data science, this will permit researchers to expand their study samples by

integrating dental data processed by other researchers.
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Les résultats de cette 3°™ partie ont fait I'objet d’un article intitulé « Evaluation of age, sex,
and ancestry-related variation in cortical bone and dentine volumes in modern humans, and a
preliminary assessment of cortical bone-dentine covariation in later Homo », publié en 2023 dans

Journal of Anthropological Sciences et consultable en ligne : doi.10.4436/jass.10019.
Les Supplementary Information associés a I'article sont présentés en Annexe B.
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Summary - Cortical bone and dentine share similarities in their embryological origin, development, and genetic
background. Few analyses have combined the study of cortical bone and dentine to quantify their covariation relative to
endogenons and exogenous factors. However, knowing how these tissues relate in individuals is of great importance to decipher
the factors acting on their evolution, and ultimately to understand the mechanisms responsible for the different patterns of
tissue proportions shown in hominins. The aims of this study are to examine age-, sex-, and ancestry-related variation in
cortical bone and dentine volumes, and to preliminary assess the possible covariation between these tissues in modern bumans
and in five composite Neandertals. The modern analytical sample includes 12 immature individuals from France and 49
adults from France and South Africa. Three-dimensional tissue proportions were assessed from microtomographic records of
radii and permanent maxillary canines. Results suggest ontogenic differences and a strong sexual dimorphism in cortical bone
and dentine developments. The developmental pattern of dentine also seems to vary according to individual’s ancestry. We
measure a stronger covariation signal between cortical bone and dentine volumes than with any other dental tissne. A more
complex: covariation pattern is shown when splitting the modern sample by age, sex, and ancestry, as no signal is found in
some subsamples while others show a covariation between cortical bone and either crown or radicnlar dentine. Finally, no
difference in cortical bone volume is noticed between the modern young adults and the five young adult composite Neandertals
from Marine Isotopic Stages (MIS) 5 and 3. Greater dentine volumes are measured in the MIS 5 chimeric Neandertals
whereas a strong interpopulation variation in dentine thickness is noticed in the MILS 3 chimeric Neandertals. Further
research on the cortical bone-dentine covariation will increase understanding of the impact of endogenons and excogenons factors
on the development of the mineralized tissues.

Keywords — Canine, Radins, Development, Sexual dimorphism, Bone/ dentine covariation, Neandertal.
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1. Introduction

In recent years, the development of three-dimensional (3D) virtual imaging has enabled
access to internal bony and tooth structures for the quantitative assessment of their
endostructural organization (e.g., Bayle et al. 2010, 2011; Cazenave et al. 2017; Colombo et al.
2019; Garcia-Campos et al. 2020; Genochio et al. 2019; Le Cabec et al. 2013; Puymerail 2017,
Puymerail et al. 2012a, 2012b; Swan et al. 2020; Zanolli and Mazurier 2013; Zanolli et al. 2020b).
Functional adaptation is often put forward to explain differences in cortical bone and dental
volumes, as well as in internal geometry of long bones and roots in hominins (Bondioli et al. 2010;
Churchill 1998; Kupczik and Hublin 2010; Trinkaus and Ruff 2012). The mechanical-related
adaptation of bone structure in response to different loadings has been widely described for
decades (Pearson and Lieberman 2004; Ruff 2019; Shaw and Stock 2009; Wolff 1892) and the
internal bone structure of hominin postcranial remains has been investigated for reconstructing
joint position, joint loading, and ultimately past behaviors (see references in Cazenave and Kivell
2023; Kivell 2016). Regarding hominin roots, several studies have also highlighted a change of
their volume to better sustain forces related to (para)masticatory activities (Kupczik and Hublin
2010; Le Cabec et al. 2013; Zanolli et al. 2018a). However, phenotypic variation is multifactorial
and must be seen as “a compromise between mechanical and other influences” (Ruff 2019,
p.191). For example, many studies on extant and extinct humans have found consistent variation
in stature, weight, and bone robustness due to different selection pressures depending on the
ecogeographic regions (Bernal et al. 2006; Cowgill et al. 2012; Foster and Collard 2013; Ruff
1994; Savell et al. 2016; Weisensee 2014), following Bergmann’s and Allen’s “rules” (Allen 1877,
Bergmann 1847). Similarly, geographic variation in dental morphology among human groups has
been the subject of numerous publications (Bernal et al. 2010; Irish 2016; rev. in Pilloud et al.
2016; rev. in Scott and Turner 1997), but none of them questioned the difference in dentine
thickness depending on ancestry. Another factor that could lead to phenotypic variation in
hominins is the morphological integration between anatomical structures linked together by
functional and/or developmental similarities (Hallgrimsson et al. 2009; Rolian 2014). For
example, previous studies have highlighted strong integration between dental elements that have
an important role in occlusion and mastication (Gémez-Robles and Polly 2012). Many
researchers have focused on developmental integration between mandible and lower dentition,
two anatomical units that influence each other during development (Boughner and Hallgrimsson
2008; Coquerelle et al. 2012; Workman et al. 2002). In their study, Coquerelle and colleagues
(2010) described interactions between mandibular form and dental mineralization in early
development, highlighting a major influence of genetic background on both tooth and mandible
structures during pre- and postnatal ontogeny. This mandible-dentition relationship would then
decline over time, under the action of several exogenous factors, particularly functional ones,

leading to an independence between mandible form and dental development (Coquerelle et al.
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2010). Biological tissues whose formation is induced by the same signaling pathways and
development is controlled by the same genetic activation/inhibition ratio are therefore likely to
covary (Boughner and Hallgrimsson 2008; Churchill 1998; Evans et al. 2016; Hallgrimsson et al.
2007).

Cortical bone and dentine tissues of modern humans share similarities in their composition,
embryonic origin, and responsiveness to specific developmental signaling molecules, that can
lead to coordinated variation of these two tissues. The mineralized fraction of cortical bone and
dentine is composed of non-collagenous proteins that promote and control the deposition of
hydroxyapatite on collagen fibers, and of an organic matrix that is mainly composed of type |
collagen (Allen and Burr 2019; Dean 2017; Qin et al. 2004). Osteogenesis and dentinogenesis
are driven by the same network of genes encoding signaling pathways that are regulated by
epithelial-mesenchymal interactions (Brown et al. 2018; Jernvall and Thesleff 2012). Cortical
bone amount is regulated by the activity of osteoblasts and osteoclasts responsible for the
formation and resorption of cortical bone through the entire individual life, in response to
biomechanical constraints (Allen and Burr 2019; Pearson and Lieberman 2004; Ruff et al. 2006).
To a lesser extent, dentine may also be sensitive to functional loads induced by (para)masticatory
activities: at the end of tooth formation, regular secondary dentine continues to form around the
pulp chamber walls (Dean 2017) and irregular secondary dentine can be secreted by the
odontoblasts in response to abrasion, attrition, erosion, or tooth pathologies (Dean 2017; Smith,
2000). Some studies also highlighted direct correlation between tensile stress, occlusal wear,
and dentine distribution pattern, suggesting that mechanical forces may have an impact on
secondary dentine formation (Benazzi et al. 2014b; Coon 1962; Kupczik and Hublin 2010; Oyama
et al. 2007).

Cortical bone and dentine also share similar patterns of sexual dimorphism since their
development responds to hormonal and chromosomal signals (Alvesalo 1997; Callewaert et al.
2010). Previous studies have shown a sexual dimorphism in the infra-cranial skeleton of modern
humans with males having higher bone mineral density, periosteal circumference, and cortical
bone area than females (Allen and Burr 2019; Leonard et al. 2010; Stuck et al. 2020). Differences
in absolute and relative volumes of crown dentine (i.e., the proportion of the total crown volume
constituted by dentine) were also assessed between males and females, with the former showing
a greater volume of crown dentine (Garcia-Campos et al. 2018; Saunders et al. 2007; Sorenti et
al. 2019).

Despite these similarities in structure, composition, genetic architecture, and embryonic
development, no study has yet explored the possibility of coordinated postnatal development
between cortical bone and dentine among humans. In the metric and morphological studies of

various representatives of the human lineage, the analysis of the proportions of cortical bone and
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dentine is often conducted independently. However, a joint analysis of their thickness would
provide a better understanding of whether their development occurs in a relatively independent
or coordinated manner during the postnatal period. For example, an extensive literature has
shown greater overall cortical robustness in Neandertals than in modern humans (Churchill 1998;
Genochio et al. 2019; Trinkaus and Ruff 2012; Trinkaus et al. 1999), reminiscent of that described
for the crown and radicular dentine that is larger and much thicker in Neandertals (Buti et al.
2017; Kupczik and Hublin 2010; Le Cabec et al. 2013). The biomechanical history of the skeleton
may explain a significant part of the differences in cortical bone thickness and internal diaphyseal
geometry of long bones between adult Neandertals and modern humans (De Groote 2011,
Puymerail et al. 2012a; Trinkaus and Ruff 1989; Volpato et al. 2011). However, this pattern of
postcranial and dental robustness may already be present in the early stages of development
(Bayle 2008; Bayle et al. 2011; Maureille 2002; Weaver et al. 2016).

Bone and dentine tissue proportions act as a complex interaction between a host of factors
including endogenous (e.g., genetic, physiologic), environmental (e.g., mechanical loadings),
and evolutionary ones. Hence, there is a clear need for understanding how cortical bone and
dentine thickness vary according to an individual’'s age, sex, and ancestry, and whether a
systematic effect exists that affects both tissues, and that could lead to their coordinated variation
during development. Results from modern samples may provide an explanatory model for the

more robust bone/dentine pattern observed in Neandertals.

Within this exploratory study carried out on a modern human ontogenic sample, we evaluated
the variation in cortical bone and dentine volumes according to age, sex, and ancestry, and
documented the degree of possible covariation between the volumes of these two tissues. More
specifically, we tested the hypotheses that (i) the volumes of tissues vary according to individuals’
age, (i) sex, and (iii) ancestry, and that (iv) given the shared structure, composition, and
embryonic development between cortical bone and dentine, similarities in their postnatal
development should be observed. In particular, a coordinated variation in cortical bone and
dentine volumes is expected in immature individuals and should decline in adults due to the
increasing impact of exogenous factors on tissue development. We used a sample of distal radii
and permanent canine teeth to quantify the absolute and scaled volumes of cortical bone and
dentine and to assess their degree of covariation in two skeletal samples of European- and
African-derived immature and adult modern humans. The first investigation of five young adult
composite Neandertals was also conducted to quantitatively compare the volume of cortical bone
and dentine tissues and their potential covariation, and to give novel insights on the evolutionary

mechanisms affecting both bone and dentine developments.
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2. Materials and Methods

To quantitatively assess cortical bone and dentine (co)variation, we investigated bony and
dental elements for which development is less dependent on the function. Finding bone portions
for which mechanical factors have a negligible impact on tissue development is difficult. Minimal
biomechanical variation of the midthoracic region has been observed among individuals, the ribs
at levels 4-7 being less susceptible to mechanical loadings than appendicular skeleton (Crowder
and Rosella 2007; Roberts and Chen 1972; Tommerup et al. 1993). However, identification of rib
number can be challenging, especially in the archaeological/palaeoanthropological record where
the ribs are often fragmented or absent. To be able to further investigate this topic in the fossil
record in the future, we thus decided to measure cortical bone volume from the distal radius, an
element that is relatively frequent in the palaeoanthropological record (Pérez-Criado and Rosas
2017; Rodriguez et al. 2016; Zipfel et al. 2020). Moreover, although affected by mechanical
constraints (Auerbach and Ruff 2006; Haapasalo et al. 2000) that lead to an asymmetry of the
radius shaft (Hong et al. 2021), several authors highlighted a negligible side difference in
anatomical measurements, cortical thickness, and mineral density in the distal portion of the
radius compared to other long bones (Gray et al. 2019; Hildebrandt et al. 2016; Min et al. 2007).
It should be noted that, because this study partly relies on archaeological specimens and/or on
individuals where only the right or left arm was available, we could not test for their right vs. left
handedness to select the non-dominant arm for analysis. Dentine volumes were measured from
permanent upper canine teeth (UC). All the selected UCs show low wear degree (stages 1to 3;
Molnar 1971), so the apposition of secondary dentine in the pulp cavity, mainly induced by
functional constraints (Dean 2017), would be negligible.

The studied modern sample consists of microcomputed tomography (microCT) scans of radii
and UCs from a European sample composed of 12 immature and 17 adult modern humans. The
sample comes from the French medieval cemeteries of Sains-en-Gohelle (Pas-de-Calais,
France), and Jau-Dignac-et-Loirac (Gironde, France), dated from the High to the Low Middle
Ages (Beauval et al. 2012; Cartron and Castex 2006). This European assemblage is
supplemented with a South African sample composed of 32 adults of African and European
ancestries from the contemporary identified osteological collection of the Human Osteological
Research Collection (HORC) at Sefako Makgatho Health Sciences University (Gauteng
Province, South Africa) and the Pretoria Bone Collection (PBC) at the University of Pretoria
(Gauteng Province, South Africa) (Tab. B1). Individuals from these osteological collections are
mostly migrant laborers from South Africa or neighboring countries (i.e., Botswana, Mozambique,

Zimbabwe, and Zambia), and reflect people from low socio-economic status (L’Abbé et al. 2021).

All individuals were selected under the condition that they each had one radius and UC well-

preserved and free from observable pathology. The maturation stages of the UCs ranged from
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“root canal with parallel walls and apical end still partially open” to “root canal with apical end
completely closed” (i.e., scores G to H of Demirjian et al. 1973). When necessary, reconstruction
of the missing apical portion was done following Le Cabec et al. (2013) method. The age at death
of the archaeological individuals has been assessed following Black and Scheuer (1996),
Moorrees et al. (1963), Scheuer and Black (2000), and Schmitt (2005) methods. The sex of the
adults from the archaeological samples has been determined following the DSP method based
on hip-bone measurements (Murail et al. 2005). The immature individuals have been distributed
between the age classes “Juvenile” 9-14 years (N = 5) and “Adolescence” 15-19 years (N = 7),
according to Bogin (2003). The European adult sample is composed of 11 females and 7 males
aged 20 to 49 years, whereas the South African sample consists of 14 females and 18 males
aged 21 to 70 years (for a complete age distribution of the modern human sample, see Fig. B1,
Tab. B1).

Due to the scarcity of individuals having both their radius and canine preserved in association
in the palaeoanthropological record, we created five young adults composite Neandertals from
different archaeological sites (Tab. B1). To minimize phenotypic variation induced by
evolutionary process, we combined bone and dental remains dated to either Marine Isotopic
Stage (MIS) 5 or 3. To ensure optimum comparison with data obtained from modern humans,
the selected radii were fully developed, and the canines showed low wear degree (stages 1 to 4;
Molnar 1971). The three chimeric individuals from MIS 5 were created by combining the right
radius from the Regourdou 1 individual (Regourdou, France) who has been described as a young
adult (Volpato et al. 2012), with three UCs from Krapina (Kr 36; Kr37, Kr76; Croatia). The first
chimeric Neandertal from MIS 3 was represented by the association of the radius from the young
adult Spy Il (Shackelford 2014; Spy, Belgium) and the UC Vi 12.5 from Vindija (Croatia), whereas
the second chimeric individual from MIS 3 was created by using the same radius in association
with the UC Palomas 35 (La Sima de las Palomas del Cabezo Gordo, Spain). All the bone and
dental elements, except for Palomas 35 (Bayle et al. 2017), were downloaded from the Digital

Archive of the Neanderthal Museum (www.archiv.neanderthal.de).

Acquisitions parameters of the modern human and Neandertal samples are reported in Tab.
B2. A semi-automatic threshold-based segmentation of bone and dental tissues was carried out
with Watershed segmentation tool and manual corrections, using Avizo 7.0 software (FEI
Visualization Sciences Groupe, VSG), and ImageJ 1.53. Surface rendering was performed using
triangulation and constrained smoothing from the volumetric data (marching cube algorithm;
Lorensen and Cline 1987).

Absolute and scaled volumes describing 3D tissue proportions were computed for one portion
of the radius diaphysis, one portion of the UC root, and for the UC crown. Although epiphyses

are under compressive articular loadings (Eschweiler et al. 2022; Rose 1993), some studies have
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found less bilateral asymmetry in surface area and size of upper limb bone articulations than in
the midshaft (Lieberman et al. 2001; Ruff 2019; Trinkaus et al. 1994). A distal portion was
therefore virtually cut between 20% and 30% of the total radius length (0% being at the distal
end, and 100% at the proximal end), at the boundary between cortical and trabecular bone
forming the radius distal end. Furthermore, a bigger portion between 20% and 80% of the total
radius length, representing the entire cortical bone portion, was virtually extracted (Fig. 3.1). As
primary dentinogenesis begins from the future enamel-dentine junction towards the direction of
the future pulp cavity (Dean 2017), and that crown formation of UC is completed around 5.5 years
(AlQahtani et al. 2010), the development of crown dentine may be strongly genetically controlled.
Conversely, irregular secondary dentine can be secreted around the pulp cavity, and more
specifically below the cementoenamel junction (Nudel et al. 2021), in response to environmental
stimuli (Dean 2017; Teaford et al. 2000). Moreover, sex difference in the location of secondary
dentine formation has been previously described (Zilberman and Smith 2001). It would appear
that, within a single tooth, there are local variations in the degree of sensitivity of dental tissues
to endogenous and exogenous factors. We therefore decided to select different portions of the
UC to conduct this study: the radicular dentine portion between 50% and 90% of the total root
length (0% being at the root apex, and 100% at the cervix), as well as the crown dentine portion,
virtually extracted following the protocol described in Le Cabec et al. (2013) (Fig. 3.1).
Furthermore, the total dentine volume (i.e., crown and radicular dentine) was extracted (Fig. 3.1).
We hypothesize that, if there is a signal of cortical bone-dentine quantitative covariation, it should
vary according to the dentine portion.
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50mm

Fig. 3.1 — Portions of the radius and canines used for the measurements of cortical bone

and dentine volumes.
A: portions of radius (anterior view) representing 10% to 60% of its total length; B: portions of upper canine
(labial view) representing 40% of the root length, the crown dentine, and the total dentine.

To avoid taking into account for an allometric consequence of change in individual body size
in the measured tissue thickness variation, it was necessary to find the appropriate proxy to scale
the volumes of cortical bone and dentine. The femoral head breadth, usually defined as the best
proxy for body size estimation (McHenry 1992; Ruff et al. 1991), could not be measured in this
study due to a lack of available femurs. OLS regression of base-10 logged variables and
Spearman correlation tests were used to determine the relationship between tissue volumes and
the total radius length (i.e., the maximum length parallel to the longitudinal axis of the radius,
following Ruff 2002), and the total dentine length (i.e., the maximum length of the dentine
between the root and crown apices). The length measurement with the highest correlation with
the cortical bone and dentine volumes was considered the best proxy for bone/dental size: the
cortical bone volumes were therefore scaled to the total length of the radius (r = 0.78), and the

dentine volumes were scaled to the total dentine length (r [0.73; 0.82]; Fig. B2).

The following variables were digitally measured or calculated using Avizo 7.0 software (Tab.
B3, see also publicly available version on Zenodo; Augoyard et al. 2023): RL, the total radius
length (mm); Vcor, the absolute volume of cortical bone for a specific bone portion (mm3); sVcor
[= Vcor/RL], the scaled volume of cortical bone for a specific bone portion (mm?2); DL, the total
dentine length (mm); Ve, the volume of enamel (mm3); sVe [= Ve/DL], the scaled volume of
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enamel (mm2); Vp tot, the total volume of pulp (mm?3); sVp tot [= Vp tot/DL], the scaled total
volume of pulp (mm?2); Vd tot, the total volume of dentine (mm?); sVd tot [= Vd tot/DL], the scaled
total volume of dentine (mm?2); Vd, the absolute volume of dentine for a specific dentine portion
(mm?3); svd [= Vd/DL], the scaled volume of dentine for a specific dentine portion (mm2). The first
author performed the analyses and Wilcoxon rank test for measurement accuracy revealed intra-

observer differences less than 1% (see Tab. B4).

Due to small sample sizes, only nonparametric tests were performed. All plots and statistical
analyses were computed in R 4.2.2 (R Core Team 2022; the R codes used in this study are
available in Supporting Information). In this exploratory study, we interpreted p-values lesser than
0.05 as substantial evidence against the null hypothesis, and p-values lesser than 0.10 as a weak

to moderate evidence against the null hypothesis.

To compare cortical bone and dentine volumes between age group, sex, and ancestry,
pairwise Wilcoxon rank sum tests were performed. These tests were supplemented by 95%
confidence intervals (95% CIs) providing ranges of plausible values for the true difference
between group means and obtained using a Bca bootstrap method (Zieffler et al. 2011). Boxplots
were computed to provide a visual representation of the median, standard deviation, minimum

and maximum values of the variables for each subsample.

OLS regressions and Spearman correlation tests were first performed to get an overview of
the relationship between the total volumes of cortical bone and the different dental tissues (i.e.,
enamel, dentine, pulp). Then, we focused our analyses on the distal part of the radius and on the
crown and radicular dentine portions to provide a more thorough evaluation of the local variations
in tissue thickness. To test the degree of cortical bone-dentine quantitative covariation through
life in the modern sample, Spearman correlation tests were conducted for all immature individuals
(N = 12) and for all adult regardless of sex and origin (N = 49). Then, to assess whether the
degree of covariation can vary according to the sex, Spearman correlation tests were performed
for female (N = 25) and male (N = 25) samples, separately. Finally, to evaluate if the ancestry
can influence the degree of cortical bone-dentine covariation, we measured the Spearman
correlation coefficients separately in the adults of African (N = 30) and European (N = 19)
ancestry. The relationship between two variables was considered strong when their r value was
larger than 0.7, moderate for r values between 0.5 and 0.7, and weak for r values between 0.3
and 0.5.

Cortical bone and dentine volumes of the five young adults composite Neandertals were first
compared to the mean and to the limits of variation estimated in the entire sample of modern
humans, using adjusted Z-score analysis. This test allows the comparison of parameters from
small and unbalanced samples to a reference sample, using the inverse Student’s t-test (Scolan
et al. 2012). To ensure that the results obtained were not biased by the presence of modern
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individuals with different developmental stages (i.e., juvenile individuals, older adults etc.), the
young adult composite Neandertals were secondly compared to chimeras created from modern
adults aged 20-29 years. Results of the Wilcoxon rank sum test suggest that the dentine/cortical
bone ratios measured in modern young adult individuals (N = 12) are strictly comparable to those
created by the random association of dentine and bone variables in the corresponding modern
chimeras (N = 132; Fig. B3). We therefore assumed that the creation of composite individuals is
a reliable way to preliminarily assess the bone-dentine relationship in a sparse
palaeoanthropological record. The detailed composition of the modern young adult and
Neandertal chimeric individuals and their associated cortical bone and dentine variables are

presented in Tab. B5.
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3. Results

3.1. Comparison of cortical bone and dentine volumes between age, sex, and ancestry

Descriptive statistics of all absolute volumes of cortical bone and dentine are presented in
Tab. B6 and Fig. B4, and compared between subsamples in Tab. B7. All absolute variables
should be considered as indicative only. Descriptive statistics of scaled volumes of cortical bone
and dentine are presented in Tab. 3.1. The results of the Wilcoxon rank test and the 95% Cls are
provided in Tab. 3.2.

Tab. 3.1 — Mean, range, and standard deviation of scaled volumes of cortical bone and
dentine and their ratios, measured in modern humans of different age groups, sexes, and
ancestries.

AGE N SEX ANCESTRY sVcor 20-30% sVd50-90% sVd aown sVd50-90% / sVd crown /
GROUP (mm?2) (mm?2) (mm?2) sVcor 20-30% sVcor 20-30%
mean 5.18 5.53 5.16 1.09 1.01
914y 5 u range 4.43-6.22 4.94-6.16  4.56-5.63  0.79-1.33 0.78-1.27
(s.d.) (0.74) (0.54) (0.44) (0.18) (0.20)
mean 7.83 5.59 5.86 0.74 0.77
6u
15-19y 7+ range 6-9.91 4.75-6.03 5.14-6.83 0.48-0.95 0.59-1.04
1F
(s.d.) (1.44) (0.46) (0.64) (0.15) (0.15)
European
mean 10.33 6.99 7.19 0.68 0.70
7 M range 9.15-11.28 5.45-8.59 5.79-8.27 0.48-0.91 0.51-0.90
(s.d.) (0.88) (1.16) (0.84) (0.14) (0.12)
mean 7.60 6.07 5.54 0.81 0.74
12 F range 6.34-9.10 5.18-7.66  4.81-6.46 0.59-1.01 0.56-0.93
(s.d.) (0.92) (0.75) (0.58) (0.12) (0.11)
Adult
mean 9.55 8.62 7.90 0.91 0.84
18 M range 7.56-12.82 5.51-11.72 4.60-10.03 0.71-1.26 0.57-1.20
(s.d.) (1.31) (1.26) (1.37) (0.17) (0.20)
African
mean 6.98 6.16 5.80 0.89 0.84
12 F range 6.05-8.66 5.27-7.16 4.94-6.56 0.74-0.98 0.65-1.04
(s.d.) (0.73) (0.61) (0.60) (0.08) (0.12)

Abbreviations: u, unknown; F, female; M, male; sVcor, the scaled volume of cortical bone for a specific
bone portion (mm?); sVd, the scaled volume of dentine for a specific dentine portion (mm?2); s.d., standard
deviation.

96



Statistically reliable differences in scaled volumes of cortical bone were measured between
the 9—-14 years and the 15-19 years subsamples (p-values = 0.01), while no significant difference
in the scaled volumes of dentine is noticed between the two immature subsamples (Tab. 3.2,
Fig. 3.2). The scaled volumes of cortical bone and dentine are statistically different between the
9-14 years individuals and the total adult sample (all p-values <0.01; Tab. 3.2). When splitting
the adult sample by ancestry, only the scaled volumes of crown dentine are similar between
individuals of age class [9-14y] and the European adults (Fig. 3.2). Except for the scaled
radicular dentine, no statistical differences are noticed in the scaled volumes of cortical bone and
crown dentine and their ratios between the 15-19 years and adult samples, when looking at the
Wilcoxon p-value (Tab. 3.2, Fig. 3.2). This difference can be extended to the volume of crown
dentine, according to the 95% Cls (Tab. 3.2). The slightly skewed distribution in the total adult
sample and the presence of several outliers in the 15-19 years and adult samples may explain
the H1 acceptance for the 95% Cls that are sensitive to skewness and extreme values, unlike
Wilcoxon test. Crown dentine volumes were lower in 15-19y individuals compared to African
adults (p-value = 0.05), whereas similar volumes are measured between age class [15-19y] and
European adults (Fig. 3.2). All males and females statistically differ in their scaled volumes of
cortical bone and dentine (Tab. 3.2, Fig. 3.2). To try to better discriminate the impact of sex
relative to that of ancestry, we compare the volumes of tissues between males and females of
the same ancestry. The results also indicate significant sexual dimorphism in all scaled volumes
of cortical bone and dentine both between African males and females, and between European
males and females (Tab. 3.2, Fig. 3.2). Compared to European adults, the adults of African
ancestry have similar cortical bone volumes but higher dentine volumes, mostly due to African
males having significantly higher volumes of radicular dentine than any other male and female
individuals (Tab. 3.2, Fig. 3.2).
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Tab. 3.2 — P-values of the Wilcoxon rank test and 95% Cls, allowing the comparison of
scaled volumes of cortical bone and dentine and their ratios between modern samples of
different age groups, sexes, and ancestries.
A single asterisk indicates a moderately significant difference (0.01< p-values <0.05) and two asterisks
indicate highly significant difference (p-values <0.01), according to the Wilcoxon test.

SAMPLES PAIR N sVcor 20-30%  sVd 50-90% sVd crown sVd 50-90% / sVdcrown /
COMPARISON (mm?2) (mm2) (mm?2) sVcor 20-30% sVcor 20-30%
p 0.01%* 1 0.20 0.01%* 0.03*
s
Y 95% CI  [-3.75, -1.46] [-0.55, 0.52] [-1.27,-0.19] [0.16, 0.54]  [0.07, 0.41]
p <0.01%% <0.01%* <0.01%* <0.01%* <0.01%%
u 95% CI  [-4.10, -2.65] [-2.21,-1.03] [-2.10, -1.06] [0.07, 0.39]  [0.08, 0.36]
p 0.31 <0.01%* 0.15 0.11 0.63
iz—ljfy VS. 7/49
u 95% CI  [-1.84,0.29] [-2.13,-1.08] [-1.41,-0.25] [-0.23,-0.01] [-0.13, 0.08]
p <0.01%% <0.01%* <0.01%* 0.70 0.73
Il;er;‘\ales \%:H 25/25
ales 95% CI  [-3.12, -1.96] [-2.66,-1.44] [-2.54, -1.45] [-0.09, 0.08] [-0.10, 0.08]
p 0.85 0.01% 0.04% <0.01%* 0.02*
e
u 95% CI  [-0.98,0.87] [0.51,1.96] [0.19,1.64] [0.07,0.22] [0.04, 0.20]
p 0.11 <0.01%* 0.16 0.01* 0.16
ma:es ;\5 VS, 18/7
ales 959% CI  [-0.17,1.56]  [-2.55,-0.63] [-1.54, 0.15] [-0.37, -0.11] [-0.26, -0.02]
p 0.23 0.41 0.31 0.16 0.13
e % 1o
95% CI  [-1.12,0.16] [-0.43,0.57] [-0.22, 0.67] [-0.003,0.15] [-0.03, 0.17]
p <0.01%* <0.01%* <0.01%* 0.95 0.82
Males AF vs.
Females AF L
emales 959% CI  [-3.32, -1.89] [-3.12,-1.80] [-2.78,-1.37] [-0.12, 0.05] [-0.12, 0.09]
p <0.01%* 0.05% <0.01%* 0.06 0.38
a 95% CI  [-3.61, -2.06] [-1.82,-0.05] [-2.22,-0.92] [0.01,0.24] [-0.05, 0.18]

Abbreviations: AF, African ancestry; EU, European ancestry; 95% CI, 95% bias-corrected and accelerated
bootstrap confidence interval; sVcor, the scaled volume of cortical bone for a specific bone portion (mm?2);
sVd, the scaled volume of dentine for a specific dentine portion (mm?).
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Fig. 3.2 — Boxplots of the scaled volumes of cortical bone (1% row), radicular (2" row), and
crown dentine (3™ row), measured in modern subsamples and compared between age
groups (A, B, C), ancestries (D, E, F), and sexes (G, H, I).

A single asterisk indicates a moderately significant difference (0.01< p-values <0.05) and two or more
asterisks indicate highly significant difference (p-values <0.01), according to the Wilcoxon test.
Abbreviations: AF, African ancestry; EU, European ancestry; sVcor, the scaled volume of cortical bone for
a specific bone portion (mm?2); sVd, the scaled volume of dentine for a specific dentine portion (mm?); ns,
non-significant Wilcoxon test p-value.
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3.2.  Correlation test performed on scaled volumes of cortical bone and dentine in the modern sample

The OLS regressions and Spearman correlation tests reveal a moderate but significant relationship between the volume of the entire cortical
portion (i.e., sVcor 20-80%) and the total dentine volume in African adults (r = 0.68; r2 = 0.49; Fig. 3.3a). For both the enamel and pulp volumes,

correlations with cortical bone were significantly weaker, with values for r coefficients of 0.33 and 0.47 respectively, and r? coefficients of 0.12 (Fig.
3.3b,c).

A B c
1 r=068 . °1 r=033 r=047 ®
F=049 ?=012 . 64 =012
p<0.01 . p=0.05 p<0.01

sVd tot
s\Ve
sVp tot

T T T T
40 45 50 85

80 65 70 75

sVcor 20-80%

40 45 50 55 60

sVcor 20-80% sVcor 20-80%

Fig. 3.3 — Regressions of the total scaled dentine (A), enamel (B), and total pulp (C) volumes against the scaled volume of cortical bone
measured between 20% and 80% of the total radius length, among African adults (N = 30).

Abbreviations: sVcor, the scaled volume of cortical bone for a specific bone portion (mm?): sVd tot, the scaled total volume of dentine (mm?2); sVe, the scaled
volume of enamel (mm?2); sVp tot, the scaled total volume of pulp (mm?2).
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The Spearman correlation coefficients computed between the cortical bone volume of the
distal radius and the crown and radicular dentine volumes in modern human subsamples are
provided in Tab. 3.3. Differences are observed in the signal of cortical bone-dentine quantitative
covariation between immature and adult individuals. The first ones present a weak positive
correlation between the scaled volume of cortical bone and the scaled volume of crown dentine
(r = 0.35, p-value = 0.27), whereas moderate positive correlations are observed in the total adult
sample (r [0.56; 0.57], p-values < 0.01; Tab. 3.3). When measuring the volumes of crown and
radicular dentine relative to cortical bone volume (i.e., sVd 50-90% / sVcor 20-30% and sVd
crown / sVcor 20-30% ratios), the values are significantly higher for the 9-14 years than for the

15-19 years and adult subsamples (Fig. 3.4).

The results obtained from the correlation tests performed for male and female samples, show
no clear signal of correlation (Tab. 3.3). Only a weak positive correlation between cortical bone
and radicular dentine volumes and a weak negative correlation between cortical bone and crown
dentine volumes are measured for females and males respectively, although none of the p-values
are significant. These results are different when comparing the cortical bone-dentine covariation
signal between the African and European adult samples (Tab. 3.3). For the first one, there are
significant strong and moderate positive correlations between cortical bone volume and radicular
and crown dentine volumes, respectively (r [0.70; 0.56]). For the European sample, there are
weak to moderate significant positive correlations between the three volumes of tissues (r = 0.44,
between cortical bone and radicular dentine, and r = 0.60, between cortical bone and crown
dentine; Tab. 3.3). When looking at the dentine-bone ratios, the adults of African ancestry have
higher volumes of crown and radicular dentine relative to cortical bone compared with the
European adults. These differences in ratio values are particularly significant between the males

of the two ancestries (Fig. 3.4).
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Tab. 3.3 — Spearman correlation coefficients (r) and their associated p-values, performed
on scaled volumes of cortical bone and dentine within modern human samples, according
to the age group, sex, and ancestry.

SAMPLES IMMATURES (N = 12) ALL ADULTS (N = 49)
3D variables sVcor 20-30% sVd 50-90% sVd crown sVcor 20-30% sVd 50-90%  sVd crown
sVcor 20-30% r 1 -0.10 0.35 1 0.56 0.57
p-value 0.77 0.27 <0.01% <0.01*
sVd 50-90% 1 -0.11 1 0.83
0.73 <0.01%*
sVd crown 1 1
SAMPLES ALL FEMALES (N = 25) ALL MALES (N = 25)
3D variables sVcor 20-30%  sVd 50-90% sVd crown sVcor 20-30%  sVd 50-90% sVd crown
sVcor 20-30% r 1 0.36 -0.09 1 -0.22 -0.32
p-value 0.07 0.66 0.28 0.11
svVd 50-90% 1 0.42 1 0.69
0.03* <0.01*
sVd crown 1 1
SAMPLES ADULTS AF (N = 30) ADULTS EU (N = 19)
3D variables sVcor 20-30%  sVd 50-90% sVd crown sVcor 20-30% sVd 50-90% sVd crown
sVcor 20-30% r 1 0.70 0.56 1 0.44 0.60
p-value <0.01%* <0.01% 0.06 <0.01%*
sVd 50-90% 1 0.85 1 0.70
<0.01%* <0.01%*
sVd crown 1 1

Abbreviations: AF, African ancestry; EU, European ancestry; sVcor, the scaled volume of cortical bone for
a specific bone portion (mm?); sVd, the scaled volume of dentine for a specific dentine portion (mm?2).
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Fig. 3.4 — Boxplots of the radicular dentine-cortical bone (1% column) and crown dentine-
cortical bone (2" column) ratios, measured in modern subsamples and compared between
age groups (A, B), ancestries (C, D), and sexes (E, F).

A single asterisk indicates a moderately significant difference (0.01< p-values <0.05) and two or more
asterisks indicate highly significant difference (p-values <0.01), according to the Wilcoxon test.
Abbreviations: sVcor, the scaled volume of cortical bone for a specific bone portion (mm?); s\Vd, the scaled
volume of dentine for a specific dentine portion (mm?); ns, nonsignificant Wilcoxon test p-value.
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3.3.  Comparison of absolute and scaled volumes of cortical bone and dentine and their

ratios between the five composite Neandertals and modern humans

Adjusted Z-score analyses were first performed to provide an overall comparison of cortical
bone and dentine volumes between the five Neandertal chimeric individuals and the modern
variability (Tab. B8). The results show that the five Neandertal chimeric individuals are within the
95% of variation of the modern human sample for both the absolute and scaled volumes of
cortical bone. Regarding the volumes of crown and radicular dentine and the dentine/ bone ratios,
almost all Neandertal chimeric individuals fall well beyond modern variability. Only the MIS 3
chimeric individual created by the combination of the Spy Il radius and the Palomas35 UC fall
entirely within the 95% of modern human variation (Tab. B8). Z-scores of cortical bone and
dentine variables of the composite Neandertals compared to the modern young adult chimeras
are similar to those obtained in comparison with the global modern variability, except for the same
MIS 3 chimera for whom only the scaled volume of radicular dentine (sVd 50-90%) is slightly
above the 95% upper limit of variation (Fig. 3.5).

Vcor 20-30%  sVcor 20-30% Vd 50-90% sVd 50-90% Vd crown sVd crown sVd 50-90% sVd crown
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Fig. 3.5 — Adjusted z-scores of the absolute and scaled volumes of cortical bone and
dentine and their ratios calculated for the five chimeric Neandertals and compared with
the variability of the chimeric modern young adults.

Zone defined between dotted lines encompass 95% of modern variability, the zero line represents the
mean.

Abbreviations: Vcor, the volume of cortical bone for a specific bone portion (mm3); sVcor, the scaled volume
of cortical bone for a specific bone portion (mm?2); Vd, the volume of dentine for a specific dentine portion
(mm3); sVd, the scaled volume of dentine for a specific dentine portion (mm?2).

4. Discussion

4.1.  (Co)variation of cortical bone and dentine volumes over the lifetime

The results obtained from the comparison of cortical bone volumes between age groups

highlight an age-related pattern in bone postnatal development. The appositional bone growth in
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juveniles is characterized by a cortical bone deposition on the periosteal surface, simultaneously
with its resorption in the endosteal cavity (Allen and Burr 2019). From adolescence to adult
stages, cortical bone deposit takes place at both the endosteal and periosteal levels due to the
drastic increase in sex steroids (Frisancho et al. 1970). Smaller cortical bone areas were indeed
measured in juveniles compared with adolescents and adults (Cambra-Moo et al. 2014;
Frisancho et al. 1970). The results of our study support these 2D observations as significant
differences in absolute and scaled cortical bone volumes are observed in the age group 9-14
years, compared with adolescents and adults, with values increasing throughout life. The
difference in absolute bone volumes between age group 15-19 years and adults, and the
similarities in their scaled counterparts may reflect a growth allometry, where differences in

absolute bone growth can cover up similarities in relative growth (Buschang 1982).

Surprisingly, even if the upper canines selected for this study have comparable maturational
stages (i.e., scores G to H of Demirjian et al. 1973) and low occlusal wear, variation in dentine
volumes can be observed between age classes. The slow and regular rate of secondary dentine
formation that proceeds at the end of tooth formation (Dean 2017) could be an explanation of this
age-related pattern in dentine development: the dentine portions that first reach their dental
maturation, as this is the case for crown dentine, will be first subjected to this secondary dentine
deposition. Therefore, we observe a gradual increase in crown dentine volumes between
juveniles, adolescents, and adults. Radicular dentine volumes remain significantly lower in
immature individuals compared to adults, and no dentine thickening is noted in the 15-19 years
compared with 9—14 years age groups. This could suggest that secondary dentine preferentially
forms first closer to the crown and does not affect much root dentine volumes between

adolescence and early adulthood.

Cortical bone and dentine tissues share similarities in mineral composition, in genetic and
hormonal affinities, and respond to the same signaling molecular pathways (Alvesalo 1997;
Brown et al. 2018; Allen and Burr 2019; Callewaert et al. 2010; Dean 2017; Jernvall and Thesleff
2012), that are not shared with other dental tissues (i.e., enamel, pulp). We therefore
hypothesized that endogenous factors could affect both cortical bone and dentine volumes and
could lead to their coordinated variation during postnatal development. Especially, we expected
to detect a stronger covariation signal in adolescents, for whom the distal epiphysis of the radius
is no longer used for alternative locomotion, such as crawling (Colombo et al. 2019). Moreover,
these individuals exhibit a shorter history of exposure to biomechanical factors compared with
adults since their radii and upper canines are still under development or have just reached their
skeletal and dental maturity (ages for fusion of the distal radius epiphysis range from 14 to 20
years, rev. in Scheuer and Black 2000, and upper canine formation is completed around 15.5

years, AlQahtani et al. 2010). Thus, deviation from the genetic trajectory of tissue development,
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mainly induced by bone remodeling and secondary dentine deposition, would be negligible.
However, the secretion of sex hormones leading to an acceleration in bone growth inherent to
the adolescence stage (Bogin 2003) may confound the covariation signal.

The preliminary correlation test performed on an adult subsample confirms the existence of
a significantly stronger covariation signal between cortical bone and dentine than between
cortical bone and any other dental tissue. However, and contrary to our assumptions, Spearman
correlation tests show weak covariation signals between scaled volumes of cortical bone and
dentine in immature individuals. When splitting the immature sample by developmental stages,
the dentine-bone ratios indicate that, relative to cortical bone, the volumes of crown and radicular
dentine are significantly higher in juvenile individuals than in adolescents and adults. Previous
studies have also shown a loss of synchronization between bone and dental developments in
individuals younger than twelve years of age, resulting in differences in age estimation from bone
or dental elements (Concei¢do and Cardoso 2011; Lewis 1991). Similar statements have been
made from hominin juvenile remains (Cazenave et al. 2020; Dean and Smith 2009). This
developmental disjunction could be the result of a great sensitivity of skeletal development to
environmental insults, and notably to the socioeconomic condition of individuals (Cardoso 2007;
Conceicdo and Cardoso 2011). It has also been shown that individuals may experience
accelerated dental eruption in relation to early life stress (McDermott et al. 2021). In this study,
adolescents and adults do not show significant differences in dentine-bone ratios, although
comparison tests highlighted significant differences in dentine volumes between the two
subsamples, and especially between the adolescents and the African adults. This could be
evidence of comparable dentine-bone relationship from the adolescent stage through adulthood.
While the small size of the immature subsamples prevents any firm conclusions regarding
covariation, the forty-nine adults show significant moderate correlations between the volumes of
cortical bone at distal-radius level and crown and radicular dentine, suggesting a low impact of

mechanical loading on the development of these portions, even in adulthood.

4.2. Influence of sex and ancestry on the volumes of cortical bone and dentine and their

covariation

Significantly greater absolute and scaled volumes of cortical bone are measured in males
compared with females. To what extent this difference is the result of sexual dimorphism solely
and/or is linked to the impact of various functional loads on the distal arm due to sex-related
activities remains to be understood. The distal part of the radius is sensitive to age-related
osteopenia resulting in the increment of cortical porosity in response to estrogen deficiency at
menopause (Milovanovic et al. 2015; Nishiyama et al. 2010). However, this physiological
disturbance likely has a limited influence on our measurements since the female sample is mainly

composed of premenopausal women. As previously measured (Feeney et al. 2010; Garcia-
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Campos et al. 2018; Sorenti et al. 2019; Zilberman and Smith 2001), males have significantly
greater area and absolute volumes of crown dentine than females. Our study confirms these
observations and, at least for the upper permanent canine, extends them to the radicular dentine.
Hormonal and chromosomal differences between sexes may explain the dimorphism in
odontoblast activity, both at crown level (Alvesalo 1997; Zilberman and Smith 2001), but also at
radicular level as supported by our results. These differences in both absolute and scaled
volumes of dentine are particularly significant between females and males of African ancestry,
where the distribution of the former fell below the 25th percentile of the African male variation.
These results highlight the importance of considering crown and radicular dentine volumes in sex
determination (Garcia-Campos et al. 2018; Garcia-Campos et al. 2020; Sorenti et al. 2019),
which may be particularly useful in forensic or archaeological context where human remains are
fragmentary. Splitting the adult sample according to sex, no clear covariation signal is measured
between scaled volumes of cortical bone and dentine. However, the similarity in dentine-bone
ratios between females and males may therefore suggest a comparable relationship between

these two tissues between sexes.

Unlike other research showing a correlation between variation in bone robustness and the
ecogeographic regions (Bernal et al. 2006; Ruff 1994), we found no significant difference in
absolute and relative volumes of cortical bone between the African and European samples. Direct
comparison of activity level between the two adult subsamples is difficult as little information is
available for the French sample. Even if the African males selected in this study were mostly
migrant manual laborers (L'’Abbé et al. 2021), we expected higher bone thickness in pre-industrial
compared to post-industrial samples (French medieval vs. contemporary South African
populations, respectively). The similarity in cortical bone volumes between samples could also

highlight the lesser effect of mechanical loading on the distal portion of the radius.

Geographic variation in dental morphology has been widely described (Bernal et al. 2010;
Irish 2016; rev. in Pilloud et al. 2016; rev. in Scott and Turner 1997). Especially, Esan and
Schepartz (2018) showed advanced timing of tooth formation and dental emergence in children
of African ancestry compared with European ones, which could lead to bigger tooth dimensions
in African adults (Harris and Lease 2005; Pilloud et al. 2014). However, in the present study, the
African adults have higher dentine volumes than the European ones only because of African
males having much thicker dentine than any other subsample. This result is difficult to interpret
since it may reflect between-groups environmental differences (such as masticatory behavior),
and/or genetic diversity. Unlike what we observed in the male and female subsamples, moderate
to strong correlation coefficients were measured for adults of European and African ancestry,
respectively. The latter also have higher values of dentine-bone ratios, due to statistically higher

dentine volumes for comparable cortical bone volumes between the two adult subsamples.
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Hence, it seems that discriminating samples by ancestry rather than by sex is a better way to

access the covariation signal observed in the overall adult sample.
4.3.  Discussion on the first application of this study to evolutionary anthropology

Previous studies that have measured the dentine volume in Neandertals highlighted an
overall thickening of this tissue compared to modern humans (Buti et al. 2017; Genochio et al.
2019; Kupczik and Hublin 2010; Le Cabec et al. 2013), variously interpreted as the influence of
a host of endogenous and exogenous factors. This study partially confirmed these observations
as greater absolute and scaled dentine volumes were measured in the three MIS 5 chimeric
Neandertals and in the MIS 3 chimeric individual created by the combination of the Spy Il radius
and the Vi. 12.5 upper canine. For the Spyll/Palomas35 MIS 3 chimeric individual, however,
dentine variables entirely fall within the modern variability. Although the permanent dentition of
individuals from Palomas falls within Neandertal variability (Bayle et al. 2017), some of their
mandible and dental characteristics extend the previously known ranges of variation observed in
this taxon (Bayle et al. 2017; Walker et al. 2008). According to Walker et al. (2008), the
morphological variability of the individuals from this site is much higher than what has been
observed in other Neandertal populations. Previous studies support ecogeographical and
chronological variability across Neandertal populations (Caramelli et al. 2006; Rosas et al. 2006).
A strong interpopulation variation in dentine thickness between MIS 5 and MIS 3 Neandertals

also emerges from our results.

Numerous studies showed greater cortical robustness in the long bones of Neandertals
compared with modern humans (Churchill 1998; Trinkaus and Ruff 2012; Trinkaus et al. 1999),
variously interpreted as a direct adaptation to cold climates (De Groote 2011; Trinkaus 1981),
and/or the consequences of mechanical loading imposed by activity (Churchill 1998; Pearson
2000). In the present study, the absolute and scaled volumes of cortical bone measured on the
radius were statistically identical between the modern young adult and the Neandertal chimeras.
Pearson (2000) demonstrated higher robusticity indices of the lower limb in MIS 4 and MIS 3
Neandertals compared with recent humans, but significantly lower indices for the forelimb. Other
studies confirmed the relative gracility of the radius in Neandertal that falls within the range of
variation of recent human samples (Hambiicken 1995; Vandermeersch and Trinkaus 1995), as

supported by our results.

Analysis of the ratios of tissue volumes showed a similar bone-dentine relationship pattern
between MIS 3 Spyll/Palomas35 Neandertal and modern humans, while MIS 5 chimeric
individuals have higher dentine relative to cortical bone volumes. Comparing these tissue ratios
between immature Neandertals where tissue development is more ontogenetically constrained
and older adult specimens, would allow us to have a more precise information on the variation of
this bone-dentine relationship through ontogeny in Neandertals. Indeed, the loss of
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synchronization of bone and tooth development observed in modern humans (Conceic&do and
Cardoso 2011; Lewis 1991) and supported by our results, may also affect other hominin taxa
(Cazenave et al. 2020; Dean and Smith 2009). The increasing number of discoveries associating
hominin craniodental and postcranial remains, notably radii (e.g., Berger et al. 2010; Clarke 1998;
Détroit et al. 2019; Morwood et al. 2005), will be of great relevance to question the timing of bone

and dental developments in other hominin taxa than modern humans.

5. Conclusion

Through this exploratory study, we investigated the age-, sex-, and ancestry-related variation
in cortical bone and dentine volumes in modern humans. Moreover, we questioned the
relationship between these two tissues, both in modern humans and in Neandertals.

By quantifying absolute and scaled volumes of biological hard tissues measured on distal
radius portions, likely to be less sensitive to mechanical loadings than other long bones, and on
upper canines with a low wear degree, the objective was to better assess the genetic basis of
tissue development. Our results first indicate ontogenic differences in cortical bone and dentine
postnatal developments, as well as strong sexual dimorphism in tissue formation. This last result
confirms the reliability of using dental and bony elements for sex determination in archaeological
populations. The developmental pattern of dentine also seems to vary according to individual’s
ancestry. To what extent this population difference is the result of between-groups genetic
diversity solely and/or can reflect differences in mechanical behaviors remains to be further
investigated.

The preliminary results have outlined a covariation trend between volumes of cortical bone
and dentine that does not exist with enamel nor pulp. However, this covariation pattern is more
complex than anticipated as no covariation signal is measured in the immature sample and, only
when splitting the adult sample by ancestry a strong covariation signal is found. The difference
in covariation strength measured in the adult sample according to dentine portion suggested that,
along the upper permanent canine, crown and radicular dentine tissues may not have the same
degree of sensibility to environmental stimuli. Thus, accessing the genetic basis of morphological
variation may be compromised by the impact of environmental factors, particularly mechanical
ones, which affect tissue developments throughout life.

It is challenging to understand the phenotypic variation in humans. Another complementary
approach to document the local variation of cortical bone and dentine volumes along the bone
shaft and the dental remains would be to investigate their local topographic distribution using
morphometric maps (for previous works that studied bone and/or dentine distribution
independently based on this approach, see Bayle et al. 2010; Bondioli et al. 2010; Cazenave et
al. 2017; Profico et al. 2021; Puymerail et al. 2012a, 2012b; Zanolli et al. 2018a).
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The study of cortical bone-dentine covariation from modern humans of known biological (e.g.,
age, sex, pathology, etc.) and cultural (e.g., profession, sport practice, etc.) parameters, could
shed light on the pattern of joint tissue thickening observed in the palaeoanthropological record,
and especially in the majority of Neandertal specimens. Additional analyses must be conducted
on a larger modern sample covering a wide range of developmental stages, ecogeographic
origins, activity level, and composed of bones and teeth with different degrees of sensitivity to
biomechanical forces, to be able to better decipher the (onto)genetic and functional factors acting
on tissue development. Ultimately, it could allow the better understanding of the factors that rule

the evolution of bone and dental tissues through the evolution of hominins.
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Partie 4 -

Etude approfondie des signaux de covariation os-
dentine mesurés a partir des os du bras et de I'avant-
bras et des dents antérieures d'un plus grand
échantillon d’humains modernes adultes
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Contrairement aux hypothéses initiales, les résultats présentés dans la partie 3 du manuscrit
montrent que la variation conjointe des volumes d’os cortical et de dentine se manifeste
préférentiellement chez les adultes, plutét que chez les individus immatures. Cette atténuation
du signal de covariation chez ces derniers pourrait étre liée a une désynchronisation entre le
développement osseux et dentaire post-natal chez les humains modernes de moins de douze
ans (Conceicao et Cardoso 2011 ; Lewis 1991). Par conséquent, afin d'approfondir I'étude de la
covariation os-dentine a davantage de restes osseux et dentaires, nous avons choisi de nous
concentrer exclusivement sur des humains modernes adultes, qui seraient les plus susceptibles

de présenter ce signal de covariation.

Dans cette quatrieme partie, nous excluons I'échantillon d'adultes issus de cimetieres
médiévaux francais. En effet, des variations populationnelles dans les proportions des tissus
osseux et dentaires, souvent liées a l'histoire génétique des individus (voir sections 1.4.5 et
1.5.3), peuvent compliquer l'interprétation des motifs de (co)variation os-dentine. Cette étude
approfondie se concentre donc sur des individus issus d'une méme population, présentant une
plus grande homogénéité génétique. Ainsi, I'échantillon étudié comprend uniquement des
adultes actuels d’age et de sexe connus, provenant des collections HORC et PBC (voir section
2.1.2).

Dans la partie précédente, nous avons identifié des signaux de covariation entre les volumes
d’os cortical du radius distal et les volumes de dentine des canines maxillaires, suggérant une
influence limitée des contraintes fonctionnelles sur le développement de ces portions
anatomiques. Dans cette quatrieme partie, nous élargissons le champ d’étude en intégrant, en
plus du radius, 'humérus et l'ulna, susceptibles de présenter des réponses variées aux
contraintes mécaniques (voir section 1.4.5). Afin de comprendre si le signal de covariation os-
dentine observé a partir de la canine est également mesurable sur 'ensemble de la denture

antérieure, nous incluons, en plus des canines, des incisives centrales et latérales.

Alors que dans la partie précédente, I'alignement des os et des dents et le calcul des volumes
de tissus étaient réalisés manuellement, cette partie s'appuie sur une meéthodologie automatisée
réalisée grace aux packages R morphomap et Toothnroll (cf. sections 2.5.2 et 2.6.2). Afin
d’analyser plus finement I'impact des facteurs endogénes et exogenes sur le développement
post-natal de l'os cortical et de la dentine, nous explorons la variation de leur distribution
topographique en fonction de facteurs biologiques et environnementaux (notamment

fonctionnels), a l'aide de cartographies morphométriques.
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Les résultats de cette 4°™ partie sont présentés dans un article intitulé « Exploration of the
covariation signal between cortical bone and dentine volumes across the upper limb bones and
anterior teeth in modern humans and relevance to evolutionary anthropology », actuellement en
cours de révision dans Journal of Anatomy.

Les Supplementary Information associés a l'article sont présentés en Annexe C.
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