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Preface

Ces derniéres années, la production de souris génétiquement modifiées s’est
largement accrue. De plus, les progrés réalisés dans le domaine des
techniques d’altération des génomes (par TALEN et CRISPR/Cas9)
appliquées en biologie moléculaire sont sans précedent. A tel point qu’'une
lignée de souris génétiquement modifiées est désormais aisément produite
en quelques mois. Une telle production a largement été rendue possible
grace a I'apport de techniques d’ingénierie reproductive de la souris telles
que la fécondation in vitro, la congélation d’embryons et de sperme, et les
techniques de transfert d’embryons. Ces techniques périphériques sont

devenues incontournables, et leur utilisation ne cesse d’augmenter.

Par conséquent, plusieurs manuels techniques faisant référence a certaines
techniques d’ingénierie reproductive de la souris ont été publiés, mais il
nexiste pas encore de manuel complet décrivant en détail toutes les

techniques de pointe nécessitant I’ utilisation de microscope stéréoscopique.

C’est dans cette optique que nous avons créé ce manuel de techniques
d’ingénierie reproductive de la souris, dans un souci de compréhension par
tous. Ce manuel contient de nombreuses illustrations graphiques, photos et
vidéos, et les explications étape par étape qui les accompagnent se veulent
les plus completes possibles, dans un souci de clarté. Nous espérons que ce
manuel deviendra le guide de référence pour tous les étudiants, techniciens,
chercheurs, ou toute personne désireuse d’étudier les techniques

d’ingénierie reproductive de la souris.

Naomi Nakagata
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Chapitre 2 Transport de sperme

2-1 Collection et transport réfrigéré de tétes d'épididymes

Matériel and Equipement

1. Souris male (agée de 12 semaines)
Anesthésiants

Plague chauffante (37°C)

Ciseaux de précision

Une paire de forceps watchmaker's #5

S e

Clips de suture (Autoclip 9 mm; Clay Adams 427631) et applicateur de clips (Mik-Ron
Autoclip Applier; Clay Adams 427630)

7. Moniteur de température (Thermochron iButton Cat. No. DS1921G; Maxim Integrated
Products)

8. Solution pour transport réfrigéré de tétes d'épididymes (Cat. No. KYD-007-EX, Cosmo
Bio Co., Ltd.)

9. Kit de transport réfrigéré CARD (Cat. No. KYD-006-EX, Cosmo Bio Co., Ltd.)
Thermos (Cat. No. JMK-501; Thermos K.K.)
Boite en papier (pouvant contenir des tubes de 0.2mL)
Un morceau de coton
Blocs réfrigérants (petits et grands)
Conteneur de transport en Polystyréne (Cat. No. KC-3, KARUX)

Le kit de transport CARD et la solution de préservation doivent tous les deux étre
réfrigérés a 4-8°C avant utilisation.

Procédure

Collection des tétes d'épididymes
1. Anesthésier la souris male.

2. Faire une petite incision au niveau du scrotum pour faire sortir la téte d'épididyme.

Scrotum / Queye Corps

deépididyme  ggpididyme

Patte de
derriere

Incision R Canal déférent
Téte

d'épididyme

Queue

3. Couper le canal déférent et le corps de I'épididyme, puis collecter la téte d’épididyme.

Téte
d'épididyme
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[Collecte de téte d'épididyme]

Amas graisseux

Téte d'épididyme

[Collection de la téte d'épididyme sur un male anesthésié] No. 03-01

4. Replacer les testicules dans 'abdomen et suturer a I'aide de clips.

5. Maintenir la souris sur la plaque chauffante a 37°C jusqu'a ce que I'effet des

anesthésiants ait complétement disparu. Remarque
Une semaine aprés l'opération
Emballage et transport des tétes d’épididymes chirurgicale le male peut étre a

- e . T s . N N nouveau accouplé.
Le matériel utilisé pour emballer les tétes d'épididymes doit étre maintenu a 4-8 °C

jusqu'a utilisation. De plus, la procédure d'emballage doit étre effectuée le plus
rapidement possible pour éviter le réchauffement des tétes d’épididymes.

1. Transférez les tétes d'épididymes dans le tube de 0.2mL contenant la solution de
transport.

Forceps

( ~ Téte dépididyme
ﬁ

Tube de 0.2mL  Selution pour transport réfrigéré

2. Placez le tube contenant les tétes d'épididymes, le moniteur de température, et le
morceau de coton dans la boite en papier.

Moniteur de t'empérature Tube de 0.2mL /-CO'EOI’] ,Couvercle

Boite en papier
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3. Placezla boite en papier dans le thermos.

Boite en papier

Insérer

4. Placer deux petits blocs réfrigérants dans le thermos.

Thermos Blocs réfrigérants

Wil

-

il

5. Visser le couvercle du thermos.

Bloc réfrigérant

Couvercle du thermos

Prenez soin de ne pas placer la
boite en papier a I'envers.

Il n'est pas possible de mettre le

6. Mettre un grand bloc réfrigérant au fond du conteneur en polystyréne et placer le thermos au fond du conteneur car
thermos par dessus. la taille du thermos est la méme
7. Ajouter un grand bloc réfrigérant de chaque c6té du thermos, et un dernier par dessus. que celle du conteneur. Le thermos
Mettre le couvercle du conteneur en place et attacher le avec du scotch. doit donc étre placé au centre du

conteneur en polystyréne, ce qui
assure une plus grande protection
durant le transport.
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Bloc réfrigérant

Le conteneur doit étre maintenu
réfrigéré durant le transport.
Assurez-vous des conditions de
transport aupres du service postal.

Fermer hermétiquement a l'ails[ERe[RIee}ta s
Remarque

Les capacités de fertilisation du
sperme épididymaire réfrigéré
10. Envoyer le conteneur par service postal. restent maximales jusqu'a 72 heu-
res.

9. Maintenir le conteneur réfrigéré jusqu'a arrivée du transporteur.
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Chapitre 2 Transport de sperme

2-2 Fécondation In Vitro avec sperme épididymaire
transporté a basse température

Matériel et Equipement

. Queues d'épididymes transportées a basse température

FERTIUP® (Milieu de Préincubation: PM, Cat. No. KYD-002-EX, Cosmo Bio Co., Ltd.)
MHTF (Fluide tubal humain modifié)

Paraffine liquide

Micropipettes

Boites de Pétri (35mm X 10mm Cat. No. 430588; CORNING)

Ciseaux de précision

Une paire de forceps watchmaker's #5

© PN v s W o

Papier filtre
Etuve humidifiée (37°C, 5% CO,)

Procédure

Collection des queues d’épididymes

1. Pipetez une goutte (100 pL / goutte) de FERTIUP®(PM) dans une boite de Pétri and
recouvrez-la avec de la paraffine liquide 30 minutes avant de collecter le sperme
épididymaire transporté a basse température, et placer la boite dans I'étuve (37°C, 5%
C02)

-
IS4

[Boite contenant le sperme]

Paraffine liquide FERTIUP® (PM) 100 u L

2. Retirezle tube de 0.2mL du conteneur de transport en polystyrene.

[Collecter les queues d’épididymes] No.04-01

3. Ouvrezle tube, collectez les queues d'épididymes et placez-les sur un papier filtre
rapidement pour égoutter la solution de transport.

Forceps

Papier filtre
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4. Rincez les queues dépididymes dans chacune des trois gouttes de mHTF de la boite de
rincage. Apres rincage, égouttez I'excés de mHTF sur le papier filtre. Remarque

Préparer les boites de ringage juste
avant leur utilisation en disposant
3 gouttes de mHTF (100pL / goutte)
dans une boite de Pétri sans recou-
vrir de paraffine liquide.

[Boite de rincage]

Papier filtre

5. Placez les queues dépididymes dans la boite de Pétri contenant le sperme. Les

spermatozoides épididymaires transportés a basse température peuvent étre utilisés Note
pour la fécondation in vitro de la méme maniére que le sperme fraichement prélevé.
Reportez-vous au chapitre Fécondation In Vitro en page 6. Si le sperme ne sort que difficile-

ment, procédez a une incision
supplémentaire dans les queues
d'épididymes pour libérer plus de
sperme.

D

Il'y a trois méthodes différentes
pour préparer le CARD MEDIUM®,
selon que la fécondation in vitro est
faite a partir de sperme frais, con-
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