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Protokol  02b/2025:  Izolacia a  molekularno-biologickd  analyza

extracelularnych vezikul z vajickovodov - oviduktozomov

Izolacia
Krok 1: Klarifikacia vzorky

e Prenos supernatantu — Preniest’ supernatant z bunkovej kultiry do 50 mL konicke;j
skimavky so zavitom.

e Pripojenie Steriflip® filtra — Do horného otvoreného konca skimavky naskrutkovat’
jednotku Steriflip® 0,22 pm membrana Millipore Express (PES) na skimavku a pevne
zaistit’.

e Obratenie zostavy — Prevratenie skimavku dnom nahor a jej zabezpecenie v
podstavci na skimavky alebo v stojane.

e Vikuova filtracia — Pripojit’ vdkuovy zdroj k filtra¢nej jednotke a zapnut’ vakuum,
aby roztok presSiel membranou do Cistej skamavky.

e Uskladnenie vzorky — Odpojit’ filter, uzavriet’ skimavku a uskladnit’ pri 4°C alebo
pokracovat’ v obohacovani vezikul.

Uvedeny protokol odstredivej ultrafiltracie je zaloZeny na spracovani 15 ml vzorky
(maximalny objem) pomocou filtra AU-15 (10 kDa MWCO). Ak sa maji pouzit’ iné objemy
alebo formaty zariadenia (AU-0,5, -2 alebo -4 ml), precitajte si prisluSni pouzivatel'sku
prirucku filtra Amicon® Ultra.

Krok 2: Ekvilibracia filtra¢ného zariadenia

e Pridanie PBS — Do filtraéného zariadenia pridat’ 2 mL PBS, uzavriet a centrifugovat’
pri 4 000 x g pocas 10 mintt v kyvadlovom rotore (swinging bucket rotor).

Pre AU-2 a 4 sa moze pouzit’ rovnakd rychlost’ odstred’ovania. Ak sa mé pouzit’ pevny rotor,
prislusné obmedzenia rychlosti a objemu néjdete v pouzivatel'skej prirucke k zariadeniu.

V pripade AU-0,5 sa vzorky odstred’uju pri rychlosti 14 000 x g v pevnom rotore, do ktorého
sa zmestia 1,5 ml skimavky.

e Odstranenie PBS — Odstranit’ nefiltrovany PBS z dna zariadenia pomocou pipety.
Aspirovat’ filtrat zo zbernej skimavky.
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V pripade zariadeni AU-2, 4 a 15 odstrante filtrat vloZzenim pipety (p200) do spodnej Casti
filtraéného zariadenia a odoberte vzorku pohybom zo strany na stranu, aby ste zabezpecili
uplné odstranenie.

Pri AU-0.5 zariadeni pouzite reverznu centrifugaciu pri 1 000 x g na 2 minaty. Pred
pokracovanim odsat PBS zo zbernej skiimavky alebo pripojte Cisti mikrocentrifugova
skumavku.

Krok 3: Ultrafiltracia vzorky (Koncentracia a vymena pufra)

e Pridanie vzorky — Do filtraéného zariadenia AU-15 pridat’ 15 mL vzorky a uzavriet’.
e Centrifugacia — Centrifugovat’ pri 4 000 x g pocas 30 minut. Vysledkom bude
koncentrovany roztok (priblizne 500 pL — 30 nasobna Koncentracia).

Poznamka: V zavislosti od povahy vzorky sa vSak prietokova rychlost, a teda aj cas
centrifugdcie potrebny na dosiahnutie poZadovanej koncentracie, méze lisit. Odhady
spracovania menS$ich objemov najdete v jednotlivych pouzivatel'skych priruckach k filtrom
Amicon® Ultra.

e Vymena pufra —Vybrat’ zariadenie z centrifigy a vyprazdnit’ zbernt skimavku. Do
filtratného zariadenia pridat’ 14 mL PBS, jemne premiesat’ niekol’kokrat pipetou a
znova centrifugovat’ pri 4 000 x g na 30 mindt.

e Obnova koncentrovanej vzorky — Z filtracného zariadenia odobrat’ koncentrovanu
vzorku.

e V pripade zariadeni AU-2, -4 a-15 vlozit’ pipetator (p200), odobrat’ objem vzorky (200
ul) a niekolkokrat premyt bocné steny membrany (3 - 4 na kazdej strane), aby sa
zabezpec€ila Uplni regeneracia. Obnovit objem vzorky zo zdkladne filtraéného
zariadenia.

e Pri AU-0.5 umiestnit’ filter hore dnom v c¢istej mikrocentrifugatnej skumavke a
vykonat’ reverznu centrifugaciu pri 2 000 x g na 1 minttu.

Molekularno-biologicka analyza

Nanosight Pro

TEM

Prietokové cytometria

Charakterizacia tetraspaninov: CD9, CD63, CD81, GAPDH, Argonaute-2 (Ago2),
Calreticulin (CALR), Flotillin-1 (FLOT-1), Syntenin 1 (Syn-1), TSG101

el
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6. rozbijanie vyizolovanych castic a nasledna izolacia proteinov pomocou Total Exosome
RNA and Protein Isolation Kit

7. Analyza cytokinov v izolovanych exozomoch: IFN-o2, IFN-y, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18,
MCP-1, RANTES, TNF-a pomocou MILLIPLEX Human Cytokine/Chemokine/Growth
Factor Panel A + Analyza d’alSich markerov: EV markery: CD9, CD63, CDS81, TSG101,
Syntenin-1, Flotillin-1; Reprodukéné faktory: FSH, LH, Estradiol, Progesteron, IGF-I, IGF-II,
HGF, BDNF, VEGF (A,C,D); Imunitné proteiny: 1L-6, IL-10, IL-18, IL-8, TNF-a, TGF-1-3,
HSP70; Signalizacné drahy: Akt/PKB (Ser473), mTOR (Ser2448), p38/SAPK2, ERK1/2
(Thr185/Tyr187), elF4E (Ser209), PTEN (Ser380); Matrixové proteiny: MMP-2, MMP-9,
Osteopontin, Fibronectin, Collagen IV



