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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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Préparation
d’ovocytes & d’embryons

Chapitre 4

4-1 Préparation dovocytes microdisséqués au laser

Les spermatozoides cryopréservés provenant de certaines lignées, particulierement de lignées
consanguines, peuvent avoir de faibles capacités de fécondation. Afin de contrecarrer ceci, il
est possible de microdisséquer les ovocytes au laser avant de procéder a la fécondation in vitro.

Matériel and Equipement

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

mHTF (Fluide tubal humain modifié)

Paraffine liquide

Hyaluronidase diluée dans du mHTF (Hyaluronidase, Cat. No. H-3506, Sigma)
Systéme laser Saturn 3 (Research Instruments Ltd, Cornwall, UK)

Etuve humidifiée (37°C, 5% CO,)

Procédure

Préparation du sperme et des boites de culture

1. Pour la FIV, le sperme doit étre préparé en suivant les méthodes décrites aux chapitres
Fécondation In Vitro en page 8, Fécondation In Vitro avec sperme épididymaire
transporté a basse température en page 18, ou Fécondation /n Vitro avec spermatozoides
congelés en page 28.

[ A T

2. Placer 1 goutte de 200 pL de mHTF dans une boite de Pétri et recouvrer la avec de la
paraffine liquide. Placer la boite dans I'étuve (37°C, 5% CO3) au minimum 30 minutes.

[Boite contenant la Hyaluronidase]

Paraffine liquide

200uL de mHTF

3. Placer 4 gouttes (80 pL / goutte) de mHTF dans une boite de Pétri et recouvrer avec de la
paraffine liquide. Placer la boite dans I'étuve (37°C, 5% CO3) 30 minutes minimum.

[Boite de rincage)

Paraffine liquide

80uL de mHTF
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Préparation des ovocytes dénudés

1. Collecter les complexes cumulus-ovocytes (CCOs) des femelles superovulées
et introduisez-les dans une goutte de 200 pL de mHTF (boite contenant de la
Hyaluronidase).

(Reportez-vous au chapitre Fécondation In Vitro en page 6 et 9).

2. Ajouter 20 pL de hyaluronidase (1%) a la goutte de mHTF contenant les CCOs, et placer
la boite dans I'étuve (37°C,5% CO,) pendant 1 minute.

Incuber a 37°C
pendant 1 minute

CCOs Ovocytes

3. Transférer rapidement les ovocytes dans la premiére goutte de 80 puL de mHTF (boite
de rincage), puis rincer les ovocytes dans les gouttes successives.

Dissection de la zone pellucide au laser

1. Placer une goutte de 100 pL de mHTF dans une boite de Pétri et recouvrer la avec de la
paraffine liquide. Placer la boite dans Iétuve (37°C, 5% CO2) au minimum 30 minutes.

2. Transférer 50 ovocytes dénudés dans une goutte de 100 pL de mHTF.

3. Aligner les ovocytes sur le fond de la boite.

Ovocytes

©©9 9000 00 09p©

Goutte de mHTF

Remarque

Si les cellules folliculaires collent a
la zone pellucide, celles-ci peuvent
étre décollées par simple trituration
avec la pipette en verre.
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4. Placer la boite contenant les ovocytes en position dans le systeme laser Saturn 3.

5. Cibler la zone pellucide a proximité du premier globule polaire and perforer-la avec le
faisceau laser.

Pour éviter dendommager la mem-
brane plasmique des ovocytes, il
est recommandé dorienter le laser
la ou la zone pellucide est la plus
détachée de I'ovocyte.

Le diametre du trou doit étre 10-
12.5 um et la durée du pulse 0.55-
0.60 ms.

[Dissection de la Zone Pellucide au Laser] No.08-01

6. Une fois la zone pellucide de tous les ovocytes perforée, transférer-les dans une goutte
de CARD MEDIUM® pour y étre fécondés.
Placer la boite dans I'étuve.
(Reportez-vous aux chapitres Fécondation /n Vitro en page 6, Fécondation In Vitro avec
sperme épididymaire transporté a basse température en page 18, et Fécondation /n Vitro
avec spermatozoides congelés en page 26).

f__Références §)

1. Kaneko T, Yanagi M., Nakashima T., and Nakagata N. 2006. The improvement in fertility
of cryopreserved mouse spermatozoa showing low fertility using laser-microdissected
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4-2 Dissection Partielle de la Zone Pellucide (DPZ)

Sivous ne disposez pas d'instruments de microdissection assistée au laser, vous pouvez tout
de méme disséquer la zone pellucide des ovocytes manuellement avec un stéréomicroscope.

Matériel and Equipement

1. Souris femelles superovulées par PMSG et hCG
(Reportez-vous au chapitre Fécondation In Vitro en page 6)

mHTF (Fluide tubal humain modifié)

Hyaluronidase diluée dans du mHTF (Hyaluronidase, Cat. No. H-3506, Sigma)
sucrose 0.3M (BSA-)

sucrose 0.3M (BSA+)

Paraffine liquide

Boites de Petri en plastique (35mm X 10mm Cat. No. 430588; CORNING)
Embouts de pipettes (volume de 10-100 pL)

0 ® N ok~ WwN

Micropipette

Procédure

Préparation de l'aiguille pour la DPZ

1. Préparer une seringue a usage unique montée avec une aiguille de 30 gauges en suivant
la procédure décrite sur le schéma ci-dessous.

) ) B R ) BRI -3

Préparer une seringue de 1 mL avec une aiguille de 30 G.

0—)»- I s > .: 5

Retirez et débarrassez-vous du piston.

Retirez le capuchon de l'aiguille et servez-vous
de celui-ci pour tordre I'aiguille de 30° environs.

/:.). IIIIIHTHITIIITN s

approximativement \
30°
=.->-
Sivous étes droitiers,

la pointe de l'aiguille doit se retrouver en face de vous,
comme indiqué sur le schéma.

Assemblage finalisé

E:» ;‘\\\\\\\\\i\\\\\\\\\i\\\\\\\\i\\\\\\\\\i\\\\\\\\\i E
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DPZ

1. Collecter les ovocytes des femelles superovulées 14 a 15 heures aprées les avoir injectées
avec I'nCG. Purifier les ovocytes avec la hyaluronidase.
(Reportez-vous aux chapitres Fécondation In Vitro en page 9 et préparation des ovocytes
microdisséqués au laser en page 37).

2. Introduire les ovocytes dénudés dans la phase supérieure d'une goutte de 100 pL de
sucrose 0.3M (BSA-) dans une boite de culture.

3. Une fois que les ovocytes touchent le fond de la goutte, recouvrez-la de paraffine liquide.

o/
"J.%
sucrose 0.3 M (BSA-)

Paraffine liquide

4. Sous le stéréomicroscope, disséquer partiellement la zone pellucide (DPZ) des ovocytes
en exercant un mouvement descendant unique de l'aiguille de 30 gauges.

aiguille de 30G

Zone pellucide

[DPZ] No.09-01

OOOON

5. Apres dissection partielle, neutraliser les attractions électrostatiques entre la zone
pellucide et la surface de la boite de culture en ajoutant 20 pL de sucrose 0.3M (BSA+) a
la goutte.

6. Pour détacher les ovocytes partiellement disséqués de la boite de culture, ajouter la
solution de sucrose sur les ovocytes au moyen d’une micropipette.

Pipetage

\

_>

/6000

7. Rincer les ovocytes partiellement disséqués 3 fois dans le CARD MEDIUM® pour éliminer le
sucrose résiduel.

(000

Remarque

Lorsque les ovocytes sont placés
dans le sucrose 0.3M (BSA-), l'ovo-
plasme se contracte a cause des
forces osmotiques et électrosta-
tiques qui se créent entre la zone
pellucide et la surface de la boite de
culture.

Il 'en résulte un élargissement de
l'espace périvitellin et les ovocytes
se retrouvent collés au fond de la
boite de culture.

Remarque

Appliquez le sucrose a lopposé de
la fente pour éviter aux ovocytes
d'étre expulsés de leur zone pellu-
cide.



Fécondation In Vitro et transfer d’'mbryons
1.
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[Micrographe : Ovocytes partiellement disséqués]

Introduire les ovocytes partiellement disséqués dans le CARD MEDIUM® contenant le
sperme préparé au préalable (insémination).
(Reportez-vous aux chapitres Fécondation /n Vitro en page 6, Fécondation /n Vitro avec
sperme épididymaire transporté a basse température en page 18, et Fécondation /n
Vitro avec spermatozoides congelés en page 26).
Trois heures apres insémination, rincer les ovocytes fécondés avec précaution dans du
mHTF, puis placez-les en culture pendant 3 jours jusqu'a ce qu'ils atteignent le stade
blastocyste.

[Micrographe : Ovocytes fécondés]

Ovocyte
fécondé

Ovocyte

j fécondé
Ovocyte
fécondé

Transférez les blastocystes dans I'utérus d’'une femelle receveuse synchronisée au 3eme
jour de pseudogestation.
Reportez-vous au chapitre Réimplantation d'embryons par I'utérus en page 72.

f__Références §)

Nakagata N., Okamoto M., Ueda O., and Suzuki H. 1997. The positive effect of partial
zona-pellucida dissection on the in vitro fertilizing capacity of cryopreserved C57BL/6)
transgenic mouse spermatozoa of low motility. Biol. Reprod. 57: 1050-1055.

Remarque

Le transfert dembryons au stade
2 cellules dans l'oviducte de recev-
euses synchronisées au ler jour de
pseudogestation résulte en un trés
faible taux de développement des
embryons. Ceci est d0 au fait que
les blastoméres des embryons sont
expulsés de la zone pellucide car ils
subissent l'action péristaltique de
l'oviducte lors de leur progression
de l'oviducte jusqu’a l'utérus.
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4-3 Collecte dembryons au stade 2 cellules

Matériel and Equipement

Une paire de forceps watchmaker's #5

Ciseaux de dissection

KSOM/AA

Paraffine liquide

Boites de Pétri (35mm X 10mm Cat. No. 430588; CORNING)
Seringue de 1 mL

Aiguille (30G tordue)

Micropipettes en verre

®© N oA~ W=

Procédure

Superovulation et sélection des femelles synchronisées
1. Injecter les femelles (dgées de 10 a 12 semaines) par voie i.p. avec 7.5 IU de PMSG (14:00-
18:00).
2. Injecter les femelles par voie i.p. avec 7.5 IU de hCG 48 a 52 heures aprés l'injection de
PMSG, puis accouplez-les immédiatement avec les males.

3. Lelendemain, examiner les femelles pour identifier celles présentant un bouchon vaginal
(synchronisées).

Préparation des boites de culture
1. Placer 3 gouttes (100 pL / goutte) de KSOM/AA dans une boite de Pétri et recouvrer avec

de la paraffine liquide. Placer la boite de Pétri dans I'étuve (37°C, 5% CO,) au minimum
30 minutes.

[Boite de rincage]

Paraffine liquide

100pL de KSOM/AA
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Préparation de l'aiguille
1. Remplir une seringue de KSOM/AA et connectez-la a une aiguille tordue.

2. Tester la seringue en vous assurant quelle ne contienne pas de bulles d'air, et que le flux
de KSOM/AA est régulier.

™ -

A

aiguille  KSOM/AA seringue de TmL

Collection d'embryons

1. Lejour suivant I'identification du bouchon vaginal, disséquer les utérus, oviductes et
ovaires, et placez le tout sur un papier filtre stérilisé.
(Reportez-vous au chapitre Fécondation In Vitro en page 9.)

2. Immobiliser la jonction utéro-tubale et inciser du c6té de I'utérus.
Forceps

Oviducte Ligament tubo-ovarien

Fimbria ovarienne

Jonction utéro-tubale

3. Tirer sur la jonction utéro-tubale pour séparer I'infundibulum de I'ovaire et couper le
ligament tubo-ovarien.

Jonction
utéro-tubale

couper
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4. Apres avoir rincé I'oviducte dans une goutte de KSOM/AA, placer-le dans une nouvelle
goutte de KSOM/AA.

Oviducte

KSOM/AA KSOM/AA

5. Examiner l'oviducte pour localiser l'infundibulum, qui est I'élargissement de l'oviducte a
son extrémité.

6. Orienter l'oviducte pour permettre a laiguille d'étre insérée facilement.

[Micrographe : Un oviducte avant manipulation]

Infundibulum

7. Maintenez I'infundibulum au fond de la boite de Pétri a l'aide de forceps et insérez-y
Iaiguille.

Linfundibulum est souvent caché a
I'intérieur des replis de l'oviducte.
Par conséquent, l'utilisation de for-
ceps est fortement recommandée
pour dérouler avec précaution l'uté-
rus et localiser I'infundibulum.

Remarque

Si vous étes droitier, positionner
l'oviducte comme indiqué sur le
schéma ci-dessous. Il est plus facile
d’introduire l'aiguille dans I'infun-
dibulum dans cette position (comme
I'indique la fleche jaune).

Linfundibulum est extrémement
fragile. Les forceps doivent par con-
séquent étre utilisés avec précau-
tion.
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8. Presser délicatement le piston pour créer un flux de KSOM/AA dans l'oviducte.
ote

La visualisation de I'expansion de
l'oviducte générée par le flux de
KSOM/AA indique une manipulation
réussie. Il n'est pas recommandé
d’introduire I'aiguille n'importe
ol dans l'oviducte a I'aveugle sous
peine d'abimer I'infundibulum et
de compromettre la pénétration de
l'aiguille.

Jonction
utéro-tubale

Base de la boite de Pétri

[Manipulation] No. 10-01

9. Collecter les embryons avec un aspirateur buccal et rincer-les dans plusieurs gouttes de
KSOM/AA.

[Micrographe : Aprés avoir expulsé les embryons des Oviductes]

Assurez-vous d'effectuer toutes les
opérations, depuis I'abatage des
femelles jusqu’a la manipulation
des oviductes en un temps mini-
mum (moins de 5 minutes).

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 manipuler ses oviductes
rapidement avant de procéder a la
dissection de la souris suivante.

§__Références §)
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0-87969-591-9.






