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PLAN

1. Bref rappel de qu’est ce que la « transparisation »: de la préparation d’échantillons à la 3D

2. Des pistes pour s’y retrouver 

3. Retours sur la « transparisation » durant ce MiFoBio



Adapté de la revue Cell : Richardson and Lichtman, 2015

Principe de la « transparisation » d’échantillons

Beaucoup de tissus 
biologiques ne sont 
pas transparents

Tissus biologiques 
transparents

Protocoles de 
« transparisation »

Pourquoi ?



5 familles de « transparisation »
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Iterative expansion microscopy, Nature 
Methods, Chang JB et al., 2017

Clarifying tissu Clearing 
,Cell, Richardson and Lichtman, 2015





Clearing

Silvestri et al,., 2016

ne rime pas forcément avec Microscope Feuille de lumière



Le traitement informatique



• IMARIS :
http://www.bitplane.com/imaris/imaris

• VAA3D : Open Source
http://home.penglab.com/proj/vaa3d/home/index.html

Les logiciels 3D :

Logiciels de traitements des images

• AMIRA :
http://www.fei.com/software/amira-3d-for-life-sciences/
• ARIVIS :
https://www.arivis.com/

Les besoins informatiques :

- l’ordinateur 
caractéristiques :                                                    carte graphique 

et processeurs:

- les capacités de stockage (environ 250 Go/semaine)



Comment s’y retrouver?



Attention: pour qu’un protocole identifié sur une publi marche, il « doit s’appliquer 
au même échantillon avec même marquages, même machine … »
(Nicolas Renier dixit le 5/10/2018 !)

Quelques références





Assises du RTmFm, Mars 2108, Rouen



JT du 25 juin : qu’en est-il ressorti?

55% Je suis prêt à appliquer ces méthodes. 92% ont trouvé cela intéressant voir très!
Aucun n’a répondu perte de temps.

Pas de recettes magiques …

Les participants ont trouvé la journée 
très intéressante ou intéressante

Provenance:
Paris 30%
Ile de France: 35%
France (+1 orateur Bruxelles) : 
35%



Actions en cours
Choses qui existent :
Formations:
Institut de la Vision, Paris (régulière)
CNRS Entreprise, par Suzanne Bolte, Pierre Affaticati, Christelle Langevin (Paris, fin juin)
Spécificité sur embryons

ANF du GT Transparisation en attente de validation (Paris, dernier semestre 2019)
Complémentaire et spécificité sur tissus-organes

Liens utiles / Forums: 
htpps://forum.claritytechniques.org/
htpps://idisco.info/
htpps://cubic.riken.jp/
htpps://transparent-human-embryo.com   (Morgane Belle)

Par le GT-Transparisation
Système interactif pour aider, aiguiller les gens : Questionnaire sur place 

Un kit du débutant

Autres Journées Thématiques (2019)

Choses qui vont exister :



MiFoBio édition 2018  : Séminaires
Ateliers
Challenge(s)
Table ronde

1. A4_Organ clearing to investigate the central nervous system and peripheric organs with preservation of GFP
and SHG on few mm of cleared samples. Laurence Dubreil, Romain Fleurisson

2. A92_Visualization of neuronal projections in entire brain Christel Poujol
3. A95_Comment optimiser l’acquisition de grands échantillons « transparisés » avec la microscopie à feuille de

lumière en vue de traitements semi automatisés d’images tridimensionnellesDavid Godefroy
4. A5_Organisation spatiale des signaux de mort/survie dans le cœur de souris après ischémie-reperfusion :

clarification d’organe, microscopie en feuille de lumière et quantification automatisée Meryem Tardivel,
Antonino Bongiovanni

5. A48_La microscopie à feuillet de lumière pour l’étude en profondeur des organoïdes : limites et optimisation.
Nicolas Goudin, Corinne Lebreton

6. A127_Comparaison de 3 méthodes de transparisation sur un nouveau système d’imagerie confocal rapide
Nicolas Goudin, Louison Lallemant

7. A85_Etude comparative de méthodes de clarifications sur différents modèles animaux et végétaux par
microscopie à sectionnement optique. Cécile Pouzet, Jacques Rouquette

8. A31_Zebrafish embryonic morphogenesis and functional imaging with high speed and high resolution using
light sheet and confocal microscopy Elvire Guiot, Susanne Bolte

9. A77_Mono vs 2-photon comparisation on large clarified embryo: the catshark S. canicula model Ronan
Lagadec, David Pecqueur

10. A26_Immunofluorescence et imagerie à feuille de lumière sur organes transparisés : quelle stratégie de mise
au point adopter? Simon Lachambre, Sophie Abélanet

Ateliers Clearing MiFoBio : une vraie montée en puissance!
1 atelier en 2014
4 ateliers en 2016

10 ateliers  en 2018 : Les machines utilisées
Confocal

Lightsheet , Confocal

Lightsheet

Lightsheet

Lightsheet

Confocal

Confocal, Lightsheet

Confocal, Lightsheet

Confocal

Lightsheet



Résultats du sondage

oui
68%

non
32%

Travaillez vous sur une plateforme ?

in toto
27%

organe
73%

rien
18%

clarity
14%

...Disco
34%

Cubic
16%

scale
2% Eci

5%

clearT
2%

TDE
5%

Ce3D
2%

RapidClear
2%

Quelle "transparisation"

embryon
5%

drosophile/zebrafish
5%

SNC
51%

cœur
5%

intestin
5%

surrénale
5%

organoide
5%

epididime
5%

tumeur
3%

muscle
2%

vegetal
5%

skelete
2%

peau
2%

Types d'échantillon 
Protocole

13%

Marquage
25%

Montage
17%

Acquisitions
12%

Data-
Traitement

33%

Vos contraintes

oui
41%

non
59%

Assurez vous les prestations ?

oui
69%

non
31%

Gestion des datas



Challenge 1. Franck Debarbieux
Suivre la réponse à cette question comme exemple de façon de trouver solution
Optimisation d'un protocole de clarification pour la moelle épinière de souris adulte permettant de conserver à la fois l'intégrité de la 
myéline et la fluorescence des proteines fluorescentes CFP, EGFP et EYFP. 
Imagerie à résolution microscopique 3D en fluorescence + CARS des segments thoraciques de la moelle transparisée
Segmentation automatique et quantification de la densité de neurones et cellules microgliales marqués dans l'ensemble du volume.
Je peux fournir des échantillons multicolores à clarifier.

Le probleme aujourd'hui est pour nous
1° d'améliorer la clarification qui conserve la myeline,
2° d'optimiser la vitesse d'acquisition des images par des acquisitions feuilles de lumière,
3° d'avoir une chaine de traitement des images la plus optimisée possible pour accèlérer la production de données quantitative.
L'absence d'un set-up de CARS pourrait probablement être contourné par un marquage fluorescent lipophilique s'il s'agissait de 
tester l'action de différentes recettes de clarification sur la myeline...
Dans ce cas des set-up de light sheetmulticouleur feraient l'affaire. D'expérience nous aurions besoin des lasers suivants:
405nm, 488nm, 515nm et si possible 561nm ou 594nm.

J'amenerai des échantillons fixés quoiqu'il en soit.

Tissu – microscopie super-Resolution
Organoides
Plantes

Challenge de Alexei sur son atelier FCS



MiFoBio 2018
Poster 

Tudor MANOLIOU
Institut du Cerveau et de la Moelle épinière, Paris

Version finaliséé de 
Thomas GUILBERT
MiFoBio disponible !

Montages édition MiFoBio 2018 
Quelques idées - astuces 

Impression 3D

Spacers

Petri + silicone

Laurence Dubreil
Romain Florisson
Nantes

Système Mavig :
Joints de ≠ épaisseurs

Romina D’Angelo
Toulouse

Systèmes Ibidi en silicone à 
détacher et poser sur lamelle 



MiFoBio édition 2018  : grand crû pour la « transparisation »???

Vos retours, coups de cœur, astuces, et attentes

Echangeons des astuces: quelles réponses j’ai obtenus en participant à tel ou tel atelier 
que je vous fais partager

Encore une  fois la réponse unique n’existe pas : 
à vos paillasse et échanges avec la communauté!

Merci 

Type de tissu Protocole family Quel machine quel montage Quel traitement
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