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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



Techniques d'ingénierie reproductive de la souris

TABLE DES MATIERES

1-1 Préparation et assemblage de pipettes pour la manipulation dembryons -+ -+ 4

1-2 Fécondation In Vitro (FIV) - ooomme 6

1-3 Fécondation In Vitro (FIV) aprés Ultra-Superovulation -« oooveeo 12
Transport de sperme

2-1 Collection et transport réfrigéré de queues d'épididymes ~ ~---ovooveoeeene 14

2-2 Fécondation In Vitro avec sperme épididymaire réfrigéré - 18
Congélation de sperme

3-1 Congélation de spermatozoides MUFINS -« oo 20

3-2 Fécondation In Vitro avec spermatozoides congelés - 26

3-3 Méthode de ressuscitation de lignées par Fécondation In Vitro avec spermatozoides

CONQGEIES  «- v vveee e 32

Préparation d'ovocytes & d’embryons

4-1 Préparation dovocytes microdisséqués au Laser — «- o - 36

4-2 Dissection Partielle de la membrane Pellucide (DPP) -« rorrrreeeeee e -39

4-3 Collection dembryons au stade 2 cellules =~ 42
Transport d'ovocytes & d'embryons

5-1 Transport dembryons réfrigérés au stade 2 cellules - oovveeoiee 46

5-2 Transport réfrigéré d'oviductes de souris contenant des embryons au stade 2 cellules -~ 52

Congélation d'ovocytes & d’embryons

6-1 Vitrification simple d'embryons murins oo 54
6-2 Vitrification simple d'ovocytes murins == r o 59
6-3 Vitrification et transport d'ovaires de souris =+ o 62
Autres techniques
7-1 Vasectomie pour la production de males stériles -« -ooereeei - 64
7-2 Transfert d'embryons dans loviducte =~ -ocoooorres e 66
7-3 Transfert utérin dlembryons - oo 72
7-4 Césarienne et adoption -« - orr 76
o 8] Milieox |
8-1 Stockage de milieux et solutions en ampoules sous atmosphére azotée -~ 78
8-2 Tableaux de composition des milieux -« oo 79

* E] voir détails en page 90



Transport
dovocytes & dembryons

Chapitre 5

5-1 Transport d'embryons au stade 2 cellules
a basse température

Matériel and Equipement

1. Embryons au stade 2 cellules (fraichement préparés ou décongelés).

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

3. Embouts pour dépét sur gel (Cat. No. 010-R204S; Bio Medical Instrument)

4. M2 (Cat. No. M7167; Sigma)

5. Tube de 0.5mL (Microtubes 0.5mL Fisherbrand Flip Cap; Fisher Scientific Cat. No. FS-
MCT-060 -C)

6. Pipettes de transfert

7. KSOM/AA

8. Paraffine liquide

9. Moniteur de température (Thermochron iButton Cat. No. DS1921G; Maxim Integrated

Products)
10. 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 supporter un tube de 0.5 mL)
- Coton
+ Blocs réfrigérants (petits et grands)
+ Boite de transport en polystyrene (Cat. No. KC-3, KARUX)

Procédure

Stockage réfrigéré d’embryons au stade 2 cellules

1. Placer deux gouttes de 100 uL de M2 dans une boite de Pétri.
2. Transférer les embryons au stade 2 cellules du milieu de culture a la goutte de M2.

Paraffine liquide

Embryons Gouttes de M2 (100pL)

3. Monter un nouveau capillaire a I'aspirateur buccal et aspirer les embryons dans ce
nouveau capillaire, en évitant de toucher la paraffine liquide restée sur la goutte de M2.
Transférer les embryons dans la goutte de M2 préalablement préparée a I'étape 1.

La paraffine liquide
reste a la surface
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4. Remplissez un tube de 0.5 mL avec 0.6 mL de M2 a température ambiante. Si vous
observez la présence de bulles au fond tu tube, tapoter le tube pour évacuer les bulles.

5. Déposer les embryons au fond du tube (40 embryons/tube).

Capillaire
en verre\_ |

6. Placer le tube contenant les embryons, le moniteur de température, et un morceau de
coton dans la boite en papier.

Moniteur de_
tempgrature

~~-Boite en papier ¢ \Couvercle

7. Placer la boite en papier dans le réfrigérateur (4-8°C).

ENEICIE

Les embryons maintiennent leurs
capacités développementales pen-
dant 72 heures.
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Emballage et transport d’embryons au stade 2 cellules

Préparez une boite en papier contenant les embryons au stade 2 cellules comme détaillé
précédemment (Stockage réfrigéré dembryons au stade 2 cellules).

Les grands blocs réfrigérants et la boite en polystyrene doivent étre refroidis au préalable (4-
8°C) avant utilisation. Ceci n'est pas nécessaire pour les petits blocs réfrigérants et le thermos.

1. Placer la boite en papier contenant les embryons dans le thermos.

Boite en papier

Insérer

2. Insérer deux petits blocs réfrigérants dans le thermos.

Thermos ,.,
/ Blocs réfrigérants

L}

Inserer

3. Visser le bouchon du thermos.
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Bloc réfrigérant
Bouchon du thermos

4. Placer un grand bloc réfrigérant au fond de la boite en polystyréne et allonger le
thermos dessus.

5. Placer un grand bloc réfrigérant de chaque c6té du thermos, puis un dernier par-dessus Note

avant de fermer le couvercle.
Prenez soin de ne pas retourner la

boite en papier.

Il n'est pas possible de placer le
thermos tout au fond de la boite
de transport. Les dimensions du
thermos ne lui permettent que
d'étre placé au centre de la boite.
Ce design est intentionnel afin
d’optimiser la protection du ther-
Bloc réfrigérant Thermos mos lors du transport.

6. Fermer hermétiqguement a l'aide de scotch.

r

Blocs réfrigérants Bloc réfrigérant

(‘

Fermer hermétiquement avec du sdejidy
7. Garder la boite de transport au réfrigérateur jusqu'a la prise en charge par le service postal.

8. Expédier les échantillons par voie postale traditionnelle.
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Collection des embryons au stade 2 cellules a l'arrivée de la boite de
Transport.

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% CO3) au minimum
30 minutes.

[Boite de rincage]

Paraffine liquide

KSOM/AA (100uL)

2. Sortir la boite en papier contenant les échantillons du thermos.

3. Laisser la boite en papier a température ambiante pendant 30 minutes.

[Réceptionner les échantillons] No.11-01

4. Ouvrir la boite en papier et retirer le coton avec précaution. Saisissez le tube contenant
les embryons et ouvrez-le.

5. Prélever 200 uL de M2 de la phase supérieure en utilisant un embout pour dépét sur gel,
puis déposer le M2 sur le bord de la boite de Pétri.

Embryons

6. Prélever avec précaution le reste de M2 avec un embout pour dép6t sur gel, puis déposer
le M2 sur au centre de la boite de Pétri.

Les embryons doivent étre main-
tenus réfrigérés pendant toute la
durée du transport. Assurez-vous
que ces conditions soient remplies
aupres du service postal.

RENEICE

Les embryons maintiennent leurs
capacités développementales pen-
dant 72 heures.

Remarque

Ce temps de repos de 30 minutes
permet de s'assurer que les embry-
ons reposent au fond du tube.

Prenez soin de ne pas aspirer de
bulles d'air dans I'embout pour
dépot sur gel.



7.

Transport

d'ovocytes & dembryons

Chapitre 5

Prélever les embryons du M2, et transférer-les successivement dans les trois gouttes de
100 pL de KSOM/AA pour les rincer.

Transférer les embryons dans l'oviducte d'une souris en pseudogestation.

§___Références
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Y., Tsuchiyama S., Shimizu N., Hasegawa T., Goto M., Miyachi H., Anzai M., Fujikawa
R., Nomaru K., Kaneko T., Itagaki Y., and Nakagata N. 2010. Short-term storage and
transport at cold temperatures of 2-cell mouse embryos produced by cryopreserved
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Si quelques embryons sont restés
dans le tube apres transfert, rincer
les parois internes du tube avec 200
uL de M2.

Remarque

Dans l'idéale, la réimplantation des
embryons sur les souris pseudoges-
tatives doit étre effectuée immédi-
atement a l'arrivée.
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5-2 Transport d'oviductes contenant des embryons au stade 2
cellules a basse température (0°C)

Matériel and Equipement

Sucrose 0.8 M

PB1

KSOM/AA

Sachet en plastique

Thermos

Glace pillée

Cryotubes a fond conique (Cat. No. 366656; NUNC)

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

®© N o s wN =

Procédure

Dissection des oviductes de femelles superovulées avec bouchons
vaginaux

1. Injecter les femelles (agées 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 matin (jusqu'a midi), examiner les femelles pour identifier celles présentant
un bouchon vaginal (Reportez-vous au chapitre Réimplantation d’'embryons par
l'oviducte en page 66).

4. Sacrifier les femelles sélectionnées 44 a 46 heures apres l'injection de hCG.

5. Disséquer les oviductes des femelles et transférez-les dans une goutte de sucrose a 0°C
(100-200 pL — 0.8 M). (Reportez-vous au chapitre Fécondation /n Vitro en page 9).

Transport des oviductes
1. Transférer les oviductes dans un cryotube contenant 1 mL de sucrose 0.8 M (0°C).
2. Placer le tube dans un sachet en plastique et fermer hermétiquement.
3. Placer le sachet en plastique dans le thermos contenant la glace pilée et expédier le tout
par service postal.
Glace pilée p & .*'j‘.‘;'h“_
i

Sachet en plastique NI
-

"‘--._________..-“
3
S
(]
Sucrose 0.8 M dilué dans =
du PB1(0°C, TmL)
—

Oviductes
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Réception des embryons

1. Retirer le tube du thermos.

2. Collecter les oviductes et placer-les dans la solution de PB1 (0°C) pendant 30 a 60
minutes.

3. Rincer les oviductes avec du PB1 (0°C). (Reportez-vous au chapitre Collecte d’'Embryons
au stade 2 cellules en page 42.)

4. Rincer les embryons dans 3 cycles successifs de KSOM/AA (37°C) fraichement préparé.

s

\}

74

%
2,

Transferer 30 - 60 minutes

Sucrose 0.8 M dilué
dans du PB1 @ —> Collecte

Oviductes
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Les embryons dégénérent rapide-
ment si [‘étape 2 est omise.

Les oviductes ne doivent pas étre
maintenus dans le tube au-dela de
48 heures, auquel cas les embryons
dégénérent.

Les embryons doivent étre trans-
portés congelés s'ils ne sont pas
utilisés immédiatement a l'arrivée.

(Reportez-vous au chapitre Vitrifica-
tion simple d'embryons murins en
page 54).

Chapitre 5




