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LA SPECTROSCOPIE 
VIBRATIONNELLE  
EN MODE POLARISÉ 
pour imager 
l’orientation  
des fibres de collagène

La peau est un organe multifonctionnel dont la principale 
fonction est un rôle protecteur de l’organisme contre les 
agressions externes. Le collagène de type I est le constituant 
majeur du derme ; au cours du vieillissement chronologique 
de la peau, les fibres de collagène subissent des altérations 
structurales entraînant des modifications morphologiques et 
fonctionnelles importantes [1-5]. Nous nous sommes intéressés 
aux changements d’orientation que pouvaient subir les fibres de 
collagène pendant le vieillissement chronologique de la peau. 
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Imagerie 
infrarouge polarisée
La spectroscopie moyen-infrarouge 
(IR) est basée sur l'absorption non-des-
tructive des rayonnements (longueur 
d’onde comprise entre 2,5 et 25 µm) 
par les constituants de l'échantillon 
à analyser. Cette technique permet 
non seulement de sonder la composi-
tion moléculaire sans utiliser de mar-
quage exogène, mais aussi d'accéder 
à certaines informations structurales 
en conservant l'intégrité de l'échan-
tillon. Au niveau des tissus cutanés, 
la microspectroscopie IR a été utilisée 
pour caractériser des échantillons de 
mélanome cutané de différents de-
grés d’agressivité [6] ou encore pour 
aider au diagnostic différentiel des 

carcinomes de types basocellulaire 
et spinocellulaire [7].

Associée à un contrôle de la polari-
sation des rayonnements, la micros-
pectroscopie IR présente l’avantage 
de pouvoir accéder à des informa-
tions structurales sur l’orientation ou 
l’agencement de certaines molécules. 
À titre d’exemple, cette approche a 
été appliquée sur des polymères pour 
étudier la structure et la dynamique 
de films semi-cristallins [8]. Au niveau 
des biomolécules, les relations struc-
ture-propriétés de la soie produite 
par les glandes ampullaires majeures 
de l'araignée ont été étudiées en com-
binant l’analyse IR polarisée à l’appli-
cation de contraintes mécaniques [9]. 
Bi et al. ont aussi montré l’avantage de 
cette technique pour différencier des 
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il apparait une variation marquée du 
rapport des intensités intégrées des 
bandes amide I et amide II (figure 1c). La 
valeur de ce rapport est maximale (≈ 4)  
lorsque le rayonnement est polarisé 
perpendiculairement à l'orientation 
des fibres de collagène. Elle est mini-
male (≈ 0.5) lorsque la polarisation 
est parallèle à l'orientation des fibres 
de collagène. Sans polariseur, le rap-
port amide I / II présente une valeur 
intermédiaire. Cette expérimentation 
montre la sensibilité des vibrations 
amide au regard de la polarisation de la 
lumière infrarouge. Ainsi, en mode po-
larisé, ce rapport peut être utilisé pour 
déterminer l'orientation des fibres de 
collagène de type I. La surface intégrée 
de la bande amide I (correspondant 
principalement à la vibration d’étire-
ment de la liaison carbonyle C=O de 
la liaison peptidique) est maximale 
et celle de la bande amide II (corres-
pondant principalement à la vibration 
d’étirement C-N) est minimale lorsque 
la polarisation du rayonnement 

du collagène de type I, principal com-
posant du tendon.

Des sections longitudinales de 
tendon de 5 µm d'épaisseur ont été 
déposées sur des supports de CaF2, 
offrant une transmission élevée du 
rayonnement infrarouge. Le tendon 
était orienté parallèlement à l’axe X 
de la platine motorisée du micros-
cope (figure 1a).

La figure 1b montre la moyenne 
et l’écart-type de spectres de tendon  
(n = 20), sur la gamme spectrale 900–
1800 cm-1, en mode non polarisé et 
pour différents angles de polarisation 
variant de 0° (parallèle à l’axe X) à  
90° (perpendiculaire à l’axe X). Les 
vibrations IR caractéristiques du colla-
gène de type I sont retrouvées au niveau 
des bandes amide I (1658 cm-1) et amide 
II (1550 cm-1) ainsi qu’à 1451, 1399, 
1339, 1282, 1236 et 1203 cm-1 attri-
buées aux vibrations de déformation et 
de type wagging des groupements CH2 
et CH3, et d’étirement des liaisons C-N. 
Selon le mode de polarisation utilisé, 

stades précoce et avancé d’ostéoar-
thrite par une imagerie de l'orienta-
tion du collagène de type II au sein de 
cartilage articulaire [10].

Dans notre étude, les données de 
micro-imagerie infrarouge ont été 
collectées au moyen d’un système 
Spotlight 300 (Perkin Elmer Life 
Sciences, France). Avec ce système 
commercial, nous avons la possibilité 
d’enregistrer des images spectrales en 
mode non polarisé et avec un rayon-
nement infrarouge incident polarisé 
selon un angle donné par rapport à 
l’axe X de la platine motorisée.

Le collagène  
de type I est sensible  
à la polarisation  
du faisceau IR
Avant d'analyser les échantillons de 
peau, nous avons utilisé un tendon 
de queue de rat en tant qu’échantillon 
de référence pour mesurer l'effet de la 
polarisation sur le signal infrarouge 

Figure 1. (a) Orientation du tendon et angles de polarisation IR. (b) 
Effet de la polarisation sur le signal IR du tendon. (c) Rapport des 
intensités intégrées des bandes amide I et amide II en fonction de 
l’angle de polarisation IR du tendon. (d) Séquence peptidique du 
collagène. Les transitions des moments dipolaires des bandes amide 
I (C=O) et II (C-N) sont respectivement perpendiculaires et parallèles 
à l’axe principal du collagène.

 (a)

 (c)

 (b)

 (d)
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à distance de la tumeur ont été exa-
minés par histologie de routine pour 
confirmer l’absence de pathologie cu-
tanée. La peau au niveau du sein est 
un site anatomique habituellement 
peu exposé au soleil, et est considéré 
comme un bon modèle d'étude de 
vieillissement chronologique. Des 
sections minces de tissu (5 µm) ont 
été déposées sur des fenêtres en CaF2 

(transparent en IR), avec la surface de 
la peau orientée parallèlement à l'axe 
des X de la platine motorisée.

La figure 2a permet de visualiser les 
zones tissulaires imagées. Les figures 2b 
et 2c correspondent aux images spec-
trales construites sur le rapport amide 
I / amide II avec une échelle de couleurs 
de 0 (bleu) à 4 (rouge) selon les valeurs 
obtenues pour le tendon, respective-
ment en mode conventionnel non po-
larisé et pour une polarisation parallèle. 
L’intérêt de la polarisation apparaît 
clairement par une augmentation du 
contraste des images spectrales. Au sein 
de chacune des sections de peau, une 
variabilité importante du signal appa-
raît, révélant l'hétérogénéité tissulaire 
à l'échelle microscopique. La couche 
mince superficielle, correspondant au 

infrarouge est perpendiculaire à l'axe 
du collagène, et inversement pour une 
polarisation en direction parallèle  
(figure 1d) [11].

Intérêt de la polarisation 
en micro-imagerie IR 
des échantillons de peau
Sur la base des résultats obtenus sur 
le tendon de queue de rat, les échan-
tillons cutanés de différents âges ont 
été analysés en utilisant le rapport des 
intensités intégrées des bandes amide 
I et amide II.

Dans cette étude, huit échantil-
lons de peau de personnes âgées de 
41 à 80 ans, et de phototype 21, ont 
été analysés. Ces échantillons cutanés 
provenaient de résections chez des 
patientes opérées pour un cancer du 
sein. Les échantillons cutanés prélevés 

Figure 2. (a) Images visibles des échantillons de peau. (b) Images spectrales construites  
sur le rapport amide I / amide II sans polarisation, (c) pour la polarisation parallèle à l’axe X 
(i.e. à l’orientation de la surface de la peau). (d) Images pseudo-couleurs obtenues  
par classification hiérarchique ascendante des spectres.

1 Le phototype correspond à un classement 
des types de peau selon leur sensibilité au 
rayonnement ultraviolet de l’exposition so-
laire. Il comprend 6 niveaux : le niveau 1 est 
associé à une peau très claire et le niveau 6 à 
une noire. Un phototype 2 correspond à une 
peau claire, très sensible aux coups de soleil 
et ne bronzant que légèrement.
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stratum corneum2, présente un rapport 
de valeur d’environ 2, en présence ou 
en l’absence de polarisation. Cette ob-
servation montre que les principaux 
composants moléculaires (de nature 
lipidique) du stratum corneum sont in-
sensibles à la polarisation du rayonne-
ment infrarouge. Ces images spectrales 
construites à partir du rapport amide I 
/ amide II ne permettent pas de distin-
guer les structures histologiques de la 
peau. Par exemple, aucune distinction 
entre l'épiderme et le derme n'apparaît, 
ce qui ne permet pas une étude com-
parative des différents échantillons in-
clus. Pour pallier cette limitation, une 
analyse statistique multivariée de type 
classification hiérarchique ascendante 

Figure 3. Représentation schématique 
de l’évolution de l’orientation des fibres 
de collagène au cours du vieillissement 
cutané. Le changement d’orientation des 
fibres de collagène au niveau du derme 
superficiel entraine un aplanissement de 
la jonction dermo-épidermique avec pour 
effet l’apparition des rides en surface.

Tableau 1. Rapport des intensités intégrées des bandes amide I / amide II pour les 
centroïdes des clusters associés au derme à l’issue de la classification hiérarchique 
ascendante des images spectrales.

clusters fixé par l’opérateur. À chaque 
cluster correspond une couleur. Selon 
notre méthodologie, chaque image 
étant traitée indépendamment des 
autres, il n’y a donc pas de corres-
pondance des couleurs d’une image 
à l’autre. Néanmoins, pour faciliter 
l'interprétation de l'ensemble des 
images clusterisées par CHA, dans la 
mesure du possible une couleur com-
mune a été attribuée à une structure 
spécifique de la peau : par exemple, 
l'épiderme a été coloré en violet pour 
l’ensemble des images.

L’analyse statistique multivariée 
de type CHA permet de reconstruire 
de nouvelles images pseudo-couleurs 
(figure 2d). En utilisant 10 clusters, les 
principales structures histologiques 
de la peau peuvent être efficacement 
mises en évidence. Ce traitement per-
met également de révéler l’hétérogé-
néité tissulaire, en particulier dans le 
derme, partie de la peau d’intérêt dans 
cette étude. Ainsi, plusieurs clusters 
sont attribués au derme. Par exemple, 
pour la peau de 41 ans, trois clusters (# 
2, 4 et 5) sont associés au derme. Fait 
intéressant, le cluster # 5 correspond 
aux pixels ayant la valeur la plus éle-
vée du rapport amide I / amide II sur 
la figure 2c. En outre, sur cette même 
section de peau, le stratum corneum 
et l’épiderme sont représentés par 
les clusters # 10 et 8 respectivement ; 
d'autres structures susceptibles de 
correspondre aux appendices cutanés 

2  Le stratum corneum, ou couche cornée, 
correspond à la couche la plus externe de la 
peau et de l'épiderme. Composé de cellules 
aplaties sans noyau (cornéocytes) reliées 
entre elles par une matrice riche en lipides, 
il participe à la fonction barrière de la peau, 
assurant la protection de l’organisme vis à 
vis des agressions extérieures.

(CHA) a été appliquée à chacune 
des images infrarouges enregistrées 
en polarisation parallèle.

Identification  
des régions tissulaires 
d’intérêt au sein  
des échantillons cutanés
L’exploitation des données néces-
site une première étape de pré-traite-
ment. Ainsi, les spectres des images (à 
chaque pixel correspond un spectre 
d’absorbance infrarouge) subissent-ils 
un prétraitement par EMSC (extended 
multiplicative signal correction) [6,7] per-
mettant simultanément une correction 
de ligne de base et une normalisation. À 
noter que dans le cas de tissus inclus en 
paraffine, ce prétraitement EMSC per-
met la neutralisation des interférences 
spectrales de la paraffine, évitant ainsi 
un déparaffinage chimique du tissu. Les 
données sont ensuite traitées par CHA. 
Pour une image spectrale, les spectres 
sont regroupés en un nombre de 
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sont également mises en évidence 
(clusters # 1, 6 et 9). L’attribution des 
clusters révélés par CHA aux struc-
tures histologiques cutanées s’appuie 
sur l’examen du dendrogramme re-
flétant les distances spectrales entre 
les centroïdes [12].

Extraction  
d’un marqueur  
de l’orientation  
des fibres de collagène
À partir de ces images pseudo-couleurs, 
les centroïdes des clusters correspon-
dant au derme (au nombre de 3 pour 
chacune des images) ont été extraits. 
Le rapport amide I / amide II de ces 
centroïdes a été calculé (tableau 1) ; les 
valeurs les plus élevées sont observées 
pour la peau de 41 ans (3,6, 3,5 et 3,4). 
Ces valeurs diminuent avec l'âge et sont 
minimales pour la peau de 80 ans (2,6, 
2,2 et 1,7). Ces résultats indiquent que 
l'orientation des fibres collagènes est 
préférentiellement perpendiculaire à la 
surface de la peau pour les échantillons 
cutanés les plus jeunes et deviennent 
parallèles lors du vieillissement (figure 
3). La contribution relative de chacun 
des clusters est également indiquée au 
tableau 1. En général, au sein des sections 
de peau analysées, le cluster spectral 
avec le rapport amide I / amide II le plus 
élevé correspond au derme papillaire.

Dans notre approche, les valeurs du 
ratio amide I / amide II ont été calcu-
lées car elles représentent l'orientation 
des liaisons covalentes C=O et C-N des 
liaisons peptidiques du collagène. La 
présence d'autres constituants pro-
téiques du derme tels que l'élastine 
ou les protéoglycanes pourrait inter-
férer dans l'évaluation de ce ratio. 
Cependant, le collagène correspond à 
environ 90 % du poids sec de la peau, et 
présente un alignement structurel ex-
ceptionnel en comparaison des autres 
constituants. En conséquence, le ratio 
amide I / amide II calculé à partir de 
spectres infrarouges polarisés appa-
raît comme un indicateur de l'orien-
tation du collagène.

Notre étude démontre que la 
micro-imagerie IR polarisée est un 
outil permettant d’accéder à des in-
formations d’ordre structural sur 
l’orientation des fibres de collagène 
au sein d’échantillons cutanés. Dans 
le cadre du vieillissement cutané, 
cette approche fournit à une échelle 
microscopique des données quanti-
tatives, associées à des mécanismes 
moléculaires et à des modifications 
physiologiques et biomécaniques 
du vieillissement. Ce travail doit 
néanmoins être considéré comme 
un développement méthodolo-
gique mené sur un nombre limi-
té d’échantillons [12].
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