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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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3-1 Cryopréservation de spermatozoides murins

Matériel and Equipement

Souris male (agée de 12 semaines)

Ciseaux a micro-ressorts (lame de 5 mm)

Une paire de forceps watchmaker's #5

FERTIUP® (Agent CryoProtecteur: ACP, Cat. No. KYD-001-EX, Cosmo Bio Co., Ltd.)
mHTF (Fluide tubal humain modifié)

Paraffine liquide

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

Embouts pour pipettes

Paillettes pour sperme (10 Pieces x 10 lots, EOG stérilisées, Cat. No. KYD-S020X10,
Cosmo Bio Co., Ltd.)

10. Micropipettes

11. Connecteur de paillettes (Cat. No. KYD-5025, Cosmo Bio Co., Ltd.)

12. Scelleuse thermique a impulsions

13.  Gobelet pour la congélation (Cat. No. KYD-S018, Cosmo Bio Co., Ltd.)

14. Cassette triangulaire (10 unités, Cat. No. KYD-S021 or KYD-S035, Cosmo Bio Co., Ltd.)
15. Cuve ou conteneur a azote liquide

16. Plaque chauffante (37°C)

O N O » W =

Procédure

Préparation du gobelet pour la congélation

1. Insérer fermement un morceau de polystyréne au fond de la seringue.
2. Obturez le bout de la seringue en le faisant fondre dans une flamme.
3. Attachez la seringue a une barre en acrylique.

Barre acrylique
(5mm X5 mm X50cm)

Attachez la seringue
a la barre acrylique
Seringue a usage
unique de 50 mL

«—

Polystyrene
(30mm d'épaisseur)

N

Attachez la seringue
alabarre acrylique
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Préparation du connecteur de paillettes

1. Assemblez une seringue 1 mL, un robinet 3 directions, un tube en silicone, un embout
en plastique, et un bouchon de silicone comme indiqué sur le schéma ci-dessous.

2. Pour utiliser le connecteur de paillettes, il suffit de couper la paillette pour se
débarrasser du bouchon en coton, puis enfiler la paillette dans le bouchon de silicone.

1. [Assemblage du connecteur de paillettes]

Paillette  Bouchon Tube en Tube en Robinet 3 directions ~ Seringue 1 mL
en silicone. plastiqué, silicone

(Connecteur de paillettes)

Préparation de la suspension de sperme

1. Pipeter une goutte de 60 uL de FERTIUP® (ACP) sur une boite de Pétri de 35 mm et
recouvrez-la de paraffine liquide.

2. Ajouter 60 uL de la méme solution a la premiere goutte (volume final: 120 L) pour
créer une goutte semi-sphérique et minimiser le diamétre de la base. Placer la boite sur
une plaque chauffante a 37°C jusqu'a utilisation.

60uL de FERTIUP® (ACP)

=

Paraffine liquide

Ajoutez 60uL de FERTIUP® (ACP)
ala goutte

3. Sacrifiez un male (>12 semaines) par dislocation cervicale et disséquez les deux tétes
d'épididymes de maniére aseptique.

4. Placez les tétes d’épididymes sur le papier filtre pour égoutter au microscope le sang et
la graisse.

5. Transférez les tétes d'épididymes dans une goutte de FERTIUP® (ACP) et faites 5a 6
incisions dans les épididymes a l'aide des forceps watchmaker's #5 et des ciseaux a
micro-ressorts.

Tétes d'épididymes Tétes d'épididymes

f Paraffine liquide @

FERTIUP® (ACP) FERTIUP® (ACP)
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6. Placer la boite sur la plaque chauffante a 37°C pendant 3 minutes et faites faire de petites
rotations a la boite pour disperser le sperme dans le FERTIUP® (ACP) chaque minute.

[Dissection des tétes d’épididymes et préparation de la suspension de sperme] No.05-01

Préparer les paillettes contenant le sperme en suspension

1. Attachez une paillette au connecteur.

2. Aspirer délicatement dans la paillette et dans 'ordre suivant:
100 uL de mHTF,

15mm d‘air,

10 pL de sperme en suspension,

15 mm d'air.

e n T o

d.

Paillette
Ampoule en verre

Connecteur de paillettes

Paillette

15mm d'air

15mm d'air
Suspension de sperme
15mm d’air
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3. Scellez les deux cotés de la paillette avec la scelleuse a impulsions.

Suspension de sperme  mHTF

()| —ri‘) ! ) )

15mm 15mm
d’air d'air

Obturez hermétiquement

>;<:-() ) )

Obturez hermétiquement

/

@8 Q ) =

4. Répétez la procédure pour collecter 10 échantillons par souris de la méme maniere.

Congélation de sperme dans une cuve cryobiologique

1. Placez les paillettes dans un gobelet pour congélation, et laissez-le flotter dans le
conteneur cryobiologique.
2. Aubout de 10 minutes, immergez rapidement le gobelet dans I'azote liquide.

Gobelet pour la congélation

Paillettes

10 minutes

[Gobelet immergé dans I'azote liquide]

tipourlacongélation: ¥

[Congélation des paillettes] No.05-02

Remarque

Le mHTF est ajouté dans la pail-
lette pour éviter que celle-ci flotte
a la surface de l'azote liquide car le
mHTF augmente le poids de la pail-
lette, lui permettant de couler.
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3. Retirez le gobelet de I'azote liquide et transférez les paillettes dans une cassette
triangulaire pour un stockage a long terme dans une cuve a azote liquide.

fr— Cassette triangulaire

Transférez les
paillettps congelées

Gobelet pour la
congélation
liquide

Congélation de sperme dans un conteneur cryobiologique

1. Transférez les paillettes dans une cassette triangulaire.
2. Placez la cassette triangulaire dans un gobelet pré-frigorifié.
3. Placezle gobelet dans le conteneur a azote liquide pendant 10 minutes.

Cassette
triangulaire

L

v

E

Paillette
Gobelet

ﬁ

Paillettes Conteneur
cryobiologique

(

=
Cassette triangulaire

Remarque

La congélation de sperme dans un
conteneur cryobiologique peut étre
utilisée a des fins de transport du
sperme.
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3-2 Fécondation In Vitro avec spermatozoides congelés

Matériel and Equipement

Souris femelle superovulée avec PMSG et hCG

FERTIUP® (Milieu de Préincubation: PM, Cat. No. KYD-002-EX, Cosmo Bio Co., Ltd.)
CARD MEDIUM® (Cat. No. KYD-003-EX, Cosmo Bio Co., Ltd.)

mHTF (Fluide tubal humain modifié)

Paraffine liquide

Embouts pour pipette (Cat. No. 3520; Thermo SCIENTIFIC)

Boites de Pétri en plastique (35mm X 1T0mm Cat. No. 430588; CORNING)

Connecteur de paillettes (Cat. No. KYD-5025, Cosmo Bio Co., Ltd.) (Se référer au chapitre
Congélation de spermatozoides murins en page 21)

® N oA W=

9. Bain-marie maintenu a 37°C

10. Morceau de polystyrene pour la décongélation
11. Micropipettes

12. Etuve humidifiée (37°C, 5% CO,)

Procédure

Préparation du polystyréne pour la décongélation

1. Découpez un morceau de polystyrene capable de faire flotter un tube de 50 mL, comme
indiqué sur le schéma ci-dessous.

Tube en -
plastique de 50MmiS

Polystyréne
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Préparation pour la décongélation
1. Maintenez le bain-marie a 37°C .

2. Versezdel'eau (37°C) dans le tube de 50 mL puis insérez-le dans le morceau de
polystyréne avant de laissez flotter le tout dans le bain-marie.

3. Mettre une goutte (90 pL / goutte) de FERTIUP® (PM) dans une boite de Pétri et
recouvrez-la de paraffine liquide 30 minutes avant de commencer la décongélation.
Placez la boite de Pétri dans I'étuve (37°C, 5% COy).

[Boite de Pétri contenant le sperme]

Paraffine liquide

90uL de FERTIUP® (PM)

4. Mettre une goutte (90 L / goutte) de CARD MEDIUM® dans une boite de Pétri et
recouvrez-la de paraffine liquide 10 minutes avant de collecter les ovocytes. Placez la
boite de Pétri dans I'étuve (37°C, 5% CO,).

[Boite de fécondation]

Paraffine liquide

90uL de CARD MEDIUM®

5. Mettre quatre gouttes (80 L / goutte) de mHTF dans une boite de Pétri et recouvrez-
les de paraffine liquide. Placez la boite de Pétri dans I'étuve (37°C,5% CO,) au minimum
30 minutes.

[Boite de rincage]

Paraffine liquide

80uL de mHTF

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-
gelé, ou réfrigéré. Reportez-vous
au manuel d'instruction du CARD
MEDIUM?® pour plus de détails.
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Collection des Ovocytes

1. Sacrifiez une femelle 15-17 heures aprés injection d'hCG et disséquer les oviductes.
(Se référer au chapitre Fécondation In Vitro en page 9)

2. Collectez les complexes cumulus-ovocytes (CCOs) a l'aide d'aiguilles de dissection
pointues et placez 4-6 CCOs par goutte de CARD MEDIUM® (90 L) (Boite de
Fécondation).

3. Maintenez la boite de fécondation avec les CCOs dans I'étuve (37°C, 5% CO,) pendant
30-60 minutes avant insémination.

Incuber
30-60 minutes

90uL de CARD MEDIUM®

Décongélation de spermatozoides murins
1. Sortez une paillette de l'azote liquide et maintenez-la a I'air ambiant pendant
5 secondes.
2. Placezimmédiatement la paillette dans le tube de 50 mL flottant dans le bain-marie
a37°Cpendant 10 minutes.
Dix minutes apres immersion, retirez la paillette du bain-marie.

Essuyez la paillette avec du papier filtre.

Sortir une

. . Forceps
paillette congelée

Polystyréne

Maintenir a I'air
pendant 5 secondes |ain marie
—» |a37°C

A

10 minutes
mHTF ™ E—

50 mL
Tube en plastique de

Suspension de
sperme (10uL)

No. 06-01

[Décongélation de Spermatozoides murins]

Assurez-vous d'effectuer toutes les
opérations, depuis I'abatage des
femelles et la collecte des oviductes
jusqu’a I'immersion des CCOs dans
la goutte de CARD MEDIUM® en un
minimum de temps (30 secondes
maximum).

Si vous effectuer la procédure sans
assistance, assurez-vous de ne pas
sacrifier plusieurs souris a la fois. |l
est préférable de n‘abattre qu'une
souris et prélever ses oviductes rap-
idement avant de procéder a la dis-
section de la souris suivante.

Assurez-vous d'immerger compleéte-
ment la partie de la paillette conten-
ant le sperme lors de la décongéla-
tion dans le bain-marie.

Les spermatozoides ayant été
congelés puis réanimés sont par-
ticulierement sensibles aux change-
ments environnementaux.

Si la paillette n'est pas maintenue
dans le bain-marie assez longtemps
(10 minutes) la motilité des sperma-
tozoides décongelés sera réduite.
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Transfert et préincubation de la suspension de sperme décongelée

1. Tirez légerement le piston hors de la seringue du connecteur de paillettes, et coupez la
paillette aux ciseaux entre le mHTF et I'extrémité de la paillette.

<Paillette> <Connecteur de paillette>

Extrémité close

Extrémité close

A

Suspension  mHTF
de sperme

Tirez le piston a l'avance.

(¢
Couper la paillette.

2. Insérez la paillette dans le connecteur.

Insérer ———p

3. Ouvrir le robinet afin de relacher la pression créée par l'insertion de la paillette dans le
connecteur.

WY

Si vous avez omis de tirer le piston a I'avance, vous pouvez le faire aprés

avoir ouvert le robinet (en le tournant vers l'avant). >

WY

N

4. Refermez le robinet et coupez la paillette entre I'extrémité et la suspension de sperme.

Refermez le robinet en le mettant en position verticale.

NI

o)
Couper la paillette.
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5. Poussez le piston avec précaution afin de ne transférer que la suspension de sperme
dans la goutte de FERTIUP®(PM) (boite de Pétri contenant le sperme), puis placez la boite
dans I'étuve (37°C, 5% CO,) pendant 30 minutes.

FERTIUP® (PM)
Suspension de sper

[Boite de Pétri contenant le sperme]

[Transfert de paillettes contenant le sperme décongelé] No. 06-02

Insémination

1. Pipetez 10 pL de sperme préincubé a la périphérie de la goutte au moyen d'un embout
de pipette conique (Cat. No. 3520; Thermo SCIENTIFIC).

2. Ajoutez 10 pL de sperme a chaque goutte de CARD MEDIUM® contenant les CCOs.

3. Incubezles ovocytes et spermatozoides pendant 3 heures dans une étuve (37°C, 5%
COy).

[Boite de Pétri contenant le sperme]

90uL de milieu ¥
FERTIUP® (PM) ~°

[Pipetage du Sperme en Suspension depuis la périphérie de la goutte]

[Boite de fécondation]

—> Incuber
pendant 3 heures

Embout

Embout

90uL de milieu FERTIUP® (PM) 90uL de milieu FERTIUP® (PM)

Sperme mobile

Paraffine liquide Amas de sperme non-mobile

[Aspiration de la Suspension de Sperme Préincubé et Insémination des Ovocytes]
No. 06-03 Eff9}

4. Apres incubation, rincez les ovocytes 3 fois dans du mHTF frais dans une boite de
rincage, en évitant de transférer du CARD MEDIUM®.

Assurez-vous de ne pas manipuler
les boites de Pétri contenant les
spermatozoides décongelés avant
qu'ils ne soient suffisamment mo-
biles dans le milieu. En cas de ma-
nipulation excessive des boites de
Pétri avant que les spermatozoides
commencent a bouger, ceux-ci ne
récupéreront pas totalement leur
motilité.

RENEICIE

Les spermatozoides a haute motilité
ont tendance a se regrouper a la
périphérie de la goutte.

RENEICE

Il est possible de pipeter 10 pL de la
suspension de sperme jusqu'a 3-4
fois depuis la méme goutte.

Effectuez le pipetage des étapes 1
et 2 avec le plus de précaution pos-
sible.
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[Boite de fécondation)

[Boite de rincage]

Six heures apres insémination, observez les ovocytes dans la troisieme goutte de mHTF
et éliminez le ovocytes parthénogénétiques n‘ayant qu’un seul pronucléus.
(Reportez-vous au chapitre Fécondation In Vitro en page 11)

Aprés une nuit de culture, transférez uniquement les embryons ayant atteint le stade 2
cellules dans la 4éme goutte de mHTF de la boite de rincage.

Ces embryons peuvent étre vitrifiés ou réimplantés.

(Reportez-vous aux chapitres Vitrification rapide d’embryons murins en page 54 et
Transfer d'embryons dans l'oviducte en page 66).

[Boite de rincage]
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3-3 Méthode de ressuscitation de lignées par
fécondation In Vitro avec spermatozoides congelés

Matériel and Equipement

—_

Stock de spermatozoides congelés

Souris femelle superovulée avec PMSG et hCG

FERTIUP® (Milieu de Préincubation: PM, Cat. No. KYD-002-EX, Cosmo Bio Co., Ltd.)
CARD MEDIUM® (Cat. No. KYD-003-EX, Cosmo Bio Co., Ltd.)

mHTF (Fluide tubal humain modifié)

Paraffine liquide

Bain-marie maintenu a 37°C

Morceau de polystyrene pour la décongélation

v ®©® N oA~ WwN

Tube de 1.5mL (Quality Scientific Plastics 1.5ml Graduated Microcentrifuge Tube avec
Flat Top Cap, Natural Cat. No. 509-GRD-Q)

10. Centrifugeuse

11. Micropipettes

12. Boites de Pétri en plastique (35mm X 10mm Cat. No. 430588; CORNING)
13.  Etuve humidifiée (37°C, 5% CO;)

Procédure

Préparation du polystyréne pour la décongélation

1. Découpez un morceau de polystyrene capable de faire flotter un tube de 50 mL, comme
indiqué sur le schéma ci-dessous.

Tube en plastique de 50mL

Polystyréne

Préparation pour la décongélation

1. Maintenez le bain-marie a 37°C.

2. Versez del'eau (37°C) dans le tube de 50 mL puis insérez-le dans le morceau de
polystyrene avant de laissez flotter le tout dans le bain-marie.

3. Mettre une goutte (100 L / goutte) de FERTIUP®(PM) dans une boite de Pétri et
recouvrez-la de paraffine liquide 30 minutes avant de commencer la décongélation.
Placez la boite de Pétri dans I'étuve (37°C,5% CO; in air).
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[Boite de Pétri contenant le sperme]

Paraffine liquide

100 pL de FERTIUP® (PM)

4. Mettre une goutte (200 pL / goutte) de CARD MEDIUM® dans une boite de Pétri et
recouvrez-la de paraffine liquide 10 minutes avant de collecter les ovocytes. Placez la
boite de Pétri dans I'étuve (37°C,5% CO3 in air).

[Boite de Pétri contenant les ovocytes]

Paraffine liquide

200 pL de CARD MEDIUM®

5. Mettre quatre gouttes (80 uL / drop) de mHTF dans une boite de Pétri et recouvrez-
les de paraffine liquide. Placez la boite de Pétri dans I'étuve (37°C, 5% CO, in air) au
minimum 30 minutes.

[Boite de rincage]

Paraffine liquide

80 uL de mHTF

Collection et préincubation des Ovocytes

1. Sacrifiez une femelle 15-17 heures apreés injection d'hCG et disséquer les oviductes.
(Se référer au chapitre Fécondation /n Vitro en page 9)

2. Collectez les complexes cumulus-ovocytes (CCOs) a I'aide d'aiguilles de dissection

pointues et placez 6-20 CCOs par goutte de CARD MEDIUM® (200 pL) (boite contenant

les ovocytes). Préincubez pendant 60 minutes dans I'étuve.

[Boite de Pétri contenant
les ovocytes]

_) Préincuber pendant
60 minutes

200 pL de CARD MEDIUM®

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-
gelé, ou réfrigéré. Reportez-vous
au manuel d'instruction du CARD
MEDIUM® pour plus de détails.

Assurez-vous d'effectuer toutes les
opérations, depuis I'abatage des
femelles et la collecte des oviductes
jusqu'a I'immersion des CCOs dans
la goutte de CARD MEDIUM® en un
minimum de temps (30 secondes
maximum).

Si vous effectuer la procédure sans
assistance, assurez-vous de ne pas
sacrifier plusieurs souris a la fois. |l
est préférable de n‘abattre qu'une
souris et prélever ses oviductes
rapidement avant de procéder a la
dissection de la souris suivante.

Chapitre 3
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Décongélation de spermatozoides murins

1. Sortez une paillette de I'azote liquide.
Sile sperme est conservé dans un cryotube, ouvrir le bouchon et vider I'azote liquide
hors du tube. Immerger le cryotube dans un bain-marie a 37°C (en utilisant le tube de
50mL et le morceau de polystyréne).

Paillette

Cryotube

10 minutes

—

Bain marie a

37°C plastique
de 50mL

2. Transférez la suspension de sperme du cryotube ou de la paillette dans un tube de 1.5mL.
Ajouter avec précaution 1.2mL de mHTF maintenu a 37°C, et centrifugez a 300g a
température ambiante pendant 5 minutes.

Paillette ou cryotube

-
U
1.2 mL de mHTF

T

Tube de 1.5 mL

@_(©

Centrifugez a 300g
— pendant 5 minutes

Suspension

de sperme

3. Apres centrifugation, éliminez autant de surnageant que possible, et ajoutez
70 pL de FERTIUP® (PM) maintenu a 37°C dans le tube (le volume final doit étre
approximativement 100 pL).

Amas de sperme

4. Pipetez avec précaution, puis transférez tout le contenu dans la goutte de 100 pL de
FERTIUP® (PM) (boite de Pétri contenant le sperme). Placez la boite dans I'étuve (37°C,
5% CO;) pendant 30 minutes.
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Préincuber
pendant 30 minutes

[Boite de Pétri contenant le sperme]

Insémination
1. Pipetez les CCOs préincubés en minimisant le volume de CARD MEDIUM® transféré

(boite de Pétri contenant les ovocytes). Transférez les CCOs dans la goutte de sperme

en suspension (boite de Pétri contenant le sperme), puis incubez dans I'étuve (37°C,

5% CO,).

[Boite de Pétri contenant

[Boite de Pétri contenant

le sperme]

les ovocytes]

2. Apres 3 heures d'incubation, rincez les ovocytes 3 fois dans du mHTF frais (80 pL) dans
la boite de ringage.

[Boite de Pétri contenant le sperme] [Boite de rincage]

3. Six heures aprés insémination, observez les ovocytes dans la troisieme goutte de mHTF
et éliminez les ovocytes parthénogénétiques n‘ayant qu’un seul pronucléus.
(Reportez-vous au chapitre Fécondation In Vitro en page 11)

4. Aprés une nuit de culture, transférez uniquement les embryons ayant atteint le stade 2
cellules dans la 4eme goutte de mHTF de la boite de rincage.

Ces embryons peuvent étre vitrifiés ou réimplantés.
(Reportez-vous aux chapitres Vitrification rapide d'embryons murins en page 54 et
Transfer d'embryons dans l'oviducte en page 66).

[Boite de ringage]
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