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culture supernatant centrifugation

300g for 10 mins at 4°C

preeclamptic and healthy placental explants

pellet re‐suspension in PBS
ultracentrifugation (100,000g for 2 hrs at 4°C) 

EV pellet re‐suspension in placental explant media

EV‐enriched media
(50ml)

EV‐depleted media
(50ml)

Total cultured media
(from 50ml)

1000mg/50ml cultured for 72 hours at 8% O2

cells & cell debris

total cultured media

EV pellet

EV‐depleted media

serial centrifugation steps
ultracentrifugation (100,000g for 2 hrs at 4°C) 

qEV purification size 
exclusion column (200nm)

Large micro‐vesicles 
(50ml)

*
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Preterm Term sPE 1st Trimester 2nd Trimester

Number 4 16 11
14 10

Gestational 
age (weeks)

29.0 ± 2.8 38.9 ± 0.8 29.5 ± 2.1 8.76±1.6 18.0±1.8

Maternal Age 
(years)

31.0 ± 2.9 34.9 ± 4.1 34.6 ± 5.5

Gravida 1.8 ± 1.0 2.2 ± 1.0 2.0 ± 1.8

Para 0.3 ± 0.5 0.9 ± 0.9 0.8 ± 1.5

Delivery Method Vaginal 2 0 0

Ethnicity  Black 0 1 1

Caucasian 3 12 5

Asian 0 1 1

East Indian 1 2 3

Middle Eastern 0 0 1

N/A 0 0 0

BP ≥140/90mmHg No 4 14 0

Yes 0 0 11

N/A 0 2 0

Abnormal 
Umbilical cord 
Doppler 
(AEDV,REDFV)

No 4 0 3

Yes 0 0 8

Abnormal 
Umbilical cord 
Doppler 
(AREDFV)

N/A 0 15 0

Sex 
Male 3 5 6

N/A 0 15 0

Female
N/A

1
0

11
0

5
0

Birth weight (g) 1348 ± 498 3468 ± 562 997 ± 291

N/A 0 0 0

Placenta weight (g) 380 ± 124 N/A 256 ± 74

N/A=not available

AREDFV=absent/reversed  end‐diastolic flow velocity



Primer Name
Primer Sequence

TBP  forward
TGC ACA GGA GCC AAG AGT GAA

reverse
CAC ATC ACA GC CCC CAC CA

TOPO1 forward
GAT GAA CCT GAA GAT GAT GGC

reverse
TCA GCA TCA TCC TCA TCT CG

YWHAZ forward
ACT TTT GGT ACA TTG TGG CTT CAA

reverse
CCG CCA GGA CAA ACC AGT AT

Endoglin forward
CATGCAGATCTGGACCACTG

reverse
GCCACAATGCTGGCATTGAG

eNOS forward
GAA GCT GCA GGT GTT CGA TG

reverse
CCG GTT GGT GGC ATA CTT GA

Endothelin1 forward
GAA CTC AGG GCT GAA GAC AT

reverse
GGT GTT CCT CTG AAC TTC TTC TG

SOD1 forward
GAC TGA CTG AAG GCC TGC AT

reverse
CAC TGG TAC AGC CTG CTG TA

TGFß forward
TGC TGC AGG CCT TCG ATG T

reverse
GAC TCC CTC TGG CAA TTG C

PlGF forward
CAC GTG GGC CCT GCT TGC TG

reverse
ACA CTT CTT GGA AGG GTA CCA

sFLT forward
TGG ACT GAC AGC AAA CCC AA

reverse
CAG AAA CTG GGG CTG CTG AC

HO1 forward
CCG CTT CAA GCT GGT GAT GCC

reverse
CCT GCT CCA GGG CATG CCT TG

HO2 forward
CGG CTC CAC ACT GGG CAG AG

reverse
GCC CTC CAG GGC ACC TTT GTC

ICAM forward
GAC CGC AGA GGA CGA GGG CA

reverse
TTG GGC GCC GGA AAG CTG TAG

MCP1 forward
TTC ATT CCC CAA GGG CTC GCT CA

reverse
AGC ACA GAT CTC CTT GGC CAC AA

Supplementary Table 2: Primer sequences



Supplementary Figure 1.  Schematic depiction of serial centrifugation and purification steps 

employed to fractionate: total, EV‐depleted, EV‐enriched media and micro‐vesicle enriched 

fractions.

Supplementary Figure 2. Western blot images of EV preparations from healthy and PE placentas.  

Total protein staining was used for normalization analysis.  Total protein lysate = pool of first, second 

and third trimester as well as preterm and PE explants. 

Supplementary Figure 3. The effects of total, EV‐depleted and EV‐enriched media on the 

proliferation and toxicity of HUVECs was assessed.  Proliferation of HUVES (left column) was induced 

by incubation with media from (A) first trimester, but not altered by incubation with (C) second 

trimester, (E) preterm, (G) term or (I) PE placentas.  Treatment of HUVECs with (B) first trimester, (D) 

second trimester, (F) preterm, (H) term and (J) PE media did not induce toxicity. 


