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Die OP9-Zelllinie, eine Stromazelllinie, die aus den Calvarien von op/op-Mausen gewonnen wird, weist eine
Mutation auf, die zu einem Mangel an Makrophagen-Kolonie-stimulierendem Faktor (M-CSF) fiihrt. M-CSF ist ein
wichtiges Zytokin, das an der Differenzierung, dem Uberleben und der Funktion verschiedener Zelltypen,
einschlieflich Makrophagen und Osteoklasten, beteiligt ist.

OP9-Zellen wurden in der Himatopoese-Forschung ausgiebig als Feeder-Layer in Co-Kultur-Systemen
verwendet, um die Differenzierung und Expansion von hamatopoetischen Stammzellen (HSCs) und
embryonalen Stammzellen (ESCs) zu unterstiitzen. Diese Co-Kultursysteme haben die Untersuchung der
hamatopoetischen Differenzierungswege erleichtert, indem sie die Differenzierung von MSCs in adulte
erythroide Zellen, Erythroblasten und rote Blutkorperchen sowie Osteozyten, Chondrozyten, Myozyten,
Tenozyten und Adipozyten ermdglichten. Die unterstiitzende Rolle der OP9-Zellen in diesen Systemen wird auf
ihre Fahigkeit zuriickgefiihrt, eine forderliche Mikroumgebung zu schaffen, die reich an Zytokinen und
Wachstumsfaktoren ist, die fiir die Stammzellproliferation und die linienspezifische Differenzierung wichtig sind.

Dariiber hinaus ist die OP9-Zelllinie fiir die Untersuchung der Leukozytenreaktion und der Entwicklung von
Immunzellen wie natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) von entscheidender Bedeutung, was den Nutzen der OP9-
Mauslinie fiir die immunologische Forschung belegt. Die von OP9-Zellen produzierten sekretorischen Faktoren,
darunter Wachstumsfaktoren wie bFGF, IGF-1, IL-3, PDGF-BB, TGF-B1 und TGF-f3, spielen eine entscheidende
Rolle bei Zellmigrations- und Differenzierungsprozessen.

OP9-Zellen weisen ein fibroblastendhnliches Erscheinungsbild auf, das durch eine spindelférmige, flache
Morphologie gekennzeichnet ist. Dieses morphologische Merkmal ist typisch fiir mesenchymale Stromazellen,
die fiir ihre unterstiitzenden Funktionen in der Mikroumgebung des Knochenmarks bekannt sind.

Trotz ihres enormen Potenzials haben OP9-Zellen aufgrund ihres nicht-immortalisierten Charakters nur
begrenzte Moglichkeiten, was ihre Verwendung auf kurzfristige und kleinmafstabliche Projekte einschrankt und
die Notwendigkeit einer sorgfaltigen Planung und Beriicksichtigung bei der Versuchsplanung unterstreicht.

Maus

Knochenmark, Stroma

OP-9

(C57BL/6 x C3H) F2-op/op

Embryo

Fibroblastenahnlich
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OP9 (Cytion Katalognummer 305174)

10090

CellosaurusAccession CVCL_4398

Biomolekulare Daten

Handhabung

Culture
Medium

Supplements

Dissociation
Reagent

Subculturing

Split ratio

Fluid renewal

Alpha MEM, w: 2,0 mM stabiles Glutamin, ohne: Ribonukleoside, w/o: Deoxyribonukleoside, w: 1,0 mM
Natriumpyruvat, w: 2,2 g/L NaHCO3

Erganzen Sie das Medium mit 20% FBS

Accutase

Entfernen Sie das alte Medium von den adhéarenten Zellen und waschen Sie sie mit PBS, das kein Kalzium und
Magnesium enthalt. Fiir T25-Kolben 3-5 ml PBS und fiir T75-Kolben 5-10 ml verwenden. Anschlielend werden
die Zellen vollstéandig mit Accutase bedeckt, wobei 1-2 ml fiir T25-Kolben und 2,5 ml fiir T75-Kolben verwendet
werden. Lassen Sie die Zellen 8-10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren, um sie abzuldsen. Nach der
Inkubation mischen Sie die Zellen vorsichtig mit 10 ml Medium, um sie zu resuspendieren, und zentrifugieren sie
dann 3 Minuten lang bei 300xg. Den Uberstand verwerfen, die Zellen in frischem Medium resuspendieren und in
neue Kolben liberfiihren, die bereits frisches Medium enthalten.

1:2 bis 1:4

2 bis 3 Mal pro Woche

Freeze Als Kryokonservierungsmedium verwenden wir komplettes Wachstumsmedium (einschlieBlich FBS) + 10 %

medium DMSO fiir eine angemessene Lebensfahigkeit nach dem Auftauen oder CM-1 (Cytion Katalognummer 800100),
das optimierte Osmoprotektoren und Stoffwechselstabilisatoren enthalt, um die Erholung zu verbessern und
kryoinduzierten Stress zu reduzieren.
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Thawing and

Culturing Cells 1. Vergewissern Sie sich, dass das Flaschchen bei der Lieferung tiefgefroren ist, da die Zellen auf

Trockeneis versandt werden, um wahrend des Transports optimale Temperaturen zu erhalten.

2. Lagern Sie das Kryoflaschchen nach Erhalt entweder sofort bei Temperaturen unter -150 °C, um die
Unversehrtheit der Zellen zu gewéhrleisten, oder fahren Sie mit Schritt 3 fort, wenn eine sofortige
Kultivierung erforderlich ist.

3. Fiir eine sofortige Kultivierung tauen Sie das Flaschchen schnell auf, indem Sie es in ein 37°C warmes
Wasserbad mit sauberem Wasser und einem antimikrobiellen Mittel eintauchen und 40-60 Sekunden
lang vorsichtig schiitteln, bis ein kleiner Eisklumpen zuriickbleibt.

4. Fihren Sie alle weiteren Schritte unter sterilen Bedingungen in einer Abzugshaube durch und
desinfizieren Sie das Kryo-Flaschchen vor dem Offnen mit 70%igem Ethanol.

5. Das desinfizierte Flaschchen vorsichtig 6ffnen und die Zellsuspension unter vorsichtigem Mischen in ein
15-ml-Zentrifugenréhrchen mit 8 ml Kulturmedium bei Raumtemperatur tiberfiihren.

6. Zentrifugieren Sie das Gemisch 3 Minuten lang bei 300 x g, um die Zellen abzutrennen, und verwerfen Sie
den Uberstand mit dem restlichen Gefriermedium vorsichtig.

7. Das Zellpellet vorsichtig in 10 ml frischem Kulturmedium resuspendieren. Bei adhdrenten Zellen die
Suspension auf zwei T25-Kulturflaschen aufteilen; bei Suspensionskulturen das gesamte Medium in eine
T25-Flasche lberfiihren, um eine effektive Zellinteraktion und ein effektives Wachstum zu fordern.

8. Halten Sie sich an die festgelegten Subkulturprotokolle, um ein kontinuierliches Wachstum und die
Aufrechterhaltung der Zelllinie zu gewahrleisten und zuverldssige Versuchsergebnisse zu erzielen.

Incubation
Atmosphere 37°C, 5% 5 befeuchtete Atmosphére.

Flask Coating
Um eine optimale Anheftung und Lebensfahigkeit nach dem Auftauen zu gewéhrleisten, empfehlen wir die

Verwendung von kollagenbeschichteten Flaschen oder Platten.

Freezing
Procedure Kryokonservierte Zelllinien werden auf Trockeneis in einer validierten, isolierten Verpackung mit ausreichend

Kiihlmittel versandt, um wahrend des gesamten Transports eine Temperatur von etwa -78 °C
aufrechtzuerhalten. Priifen Sie den Behalter bei Erhalt sofort und bringen Sie die Fladschchen unverziiglich in ein
geeignetes Lager.
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z::‘pd':;lt?ogns Kryokonservierte Zelllinien werden auf Trockeneis in einer validierten, isolierten Verpackung mit ausreichend
Kuhlmittel versandt, um wahrend des gesamten Transports eine Temperatur von etwa -78 °C
aufrechtzuerhalten. Priifen Sie den Behalter bei Erhalt sofort und bringen Sie die Flaschchen unverziiglich in ein
geeignetes Lager.

Storage

Conditions Zur Langzeitkonservierung werden die Flaschchen in fliissigem Stickstoff bei etwa -150 bis -196 °C gelagert. Eine

Lagerung bei -80 °C ist nur als kurzer Zwischenschritt vor der Uberfiihrung in fliissigen Stickstoff akzeptabel.

Qualitatskontrolle / Genetisches Profil /| HLA

Sterility
Eine Kontamination mit Mykoplasmen wird sowohl durch PCR-basierte Assays als auch durch
lumineszenzbasierte Mykoplasmen-Nachweisverfahren ausgeschlossen.
Um sicherzustellen, dass keine Kontamination mit Bakterien, Pilzen oder Hefen vorliegt, werden die Zellkulturen
taglich visuell tiberpriift.
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