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ИССЛЕДОВАНИЕ СОСТАВА ВНЕКЛЕТОЧНОЙ ДНК 

В КУЛЬТУРЕ КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА С ПОМОЩЬЮ FISH 

При помощи двухцветной флуоресцентной гибридизации in situ проведен сравнительный анализ вне-
клеточной ДНК (внДНК), выделенной из культуральной среды и с поверхности первичных и длительно 
культивируемых клеток с геномной ДНК родительских клеток. В составе внДНК, связанной с поверхно-
стью первичных эндотелиоцитов и фибробластов, а также клеток HeLa, наиболее часто представлена 
ДНК прицентромерного района хромосомы 9. Свободная внДНК первичных эндотелиоцитов и клеток 
HeLa не отличалась по составу от апоптической, в то время как в составе свободной внеклеточной ДНК 
первичных фибробластов была наиболее представлена ДНК прицентромерного района хромосомы 9 и 
последовательностей ДНК дистальных плечей акроцентрических хромосом 13, 14, 15, 21, 22. Данные 
о преимущественном накоплении вне клеток ДНК определенных последовательностей свидетельствуют 
о селективности процессов, приводящих к появлению связанной с клеточной поверхностью и свободной 
внДНК. 
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Тот факт, что нуклеиновые кислоты по-

стоянно присутствуют во внеклеточной 

среде культивируемых клеток in vitro,  

а также в биологических жидкостях и в меж-

клеточном пространстве in vivo в настоящее 

время не вызывает сомнений. Такие нук-

леиновые кислоты имеют в основном эндо-

генное происхождение, стабильны в тече-

ние длительного времени, переносятся то-

ком крови и лимфы и могут быть 

обнаружены далеко от места локализации 

«родительских» клеток. Перечисленные 

факты позволяют использовать внеклеточ-

ные нуклеиновые кислоты как источник 

диагностического материала для выявления 

специфических маркеров заболеваний, свя-

занных с нарушением функционирования 

генетического аппарата клетки, в частности 

онкологических болезней. Именно такое 

применение внеклеточных ДНК и РНК в 

настоящее время интенсивно развивается. 

Хотя данные о том, что маркеры, обнару-

живаемые в опухолевых тканях, зачастую 

не могут быть обнаружены в биологических 

жидкостях, демонстрируют необходимость 

более глубокого исследования механизмов, 

обеспечивающих появление и циркуляцию 

внеклеточных нуклеиновых кислот. 

За исключением апоптоза и некроза [1] 

механизмы появления внеклеточных нук-

леиновых кислот остаются мало исследо-

ванными. В немногих работах показано, что 

внеклеточные ДНК могут активно секрети-

роваться клетками, и некоторые последова-

тельности встречаются в пуле внеклеточ-

ных ДНК (внДНК) с частотой, отличаю-

щейся от таковой в геномной ДНК [2; 3]. 

Однако эти исследования не представляют 

данных о ДНК-мишенях, которые могут 

быть использованы для исследования сек-

реции и функций внеклеточных ДНК.  

В свою очередь исследование процессов 

генерации внеклеточных ДНК и их биоло-

гической роли невозможно без данных о 

наличии / отсутствии отличий в частоте 

встречаемости отдельных последовательно-

стей геномной ДНК в пуле внеклеточной 

ДНК. 

Целью работы являлось изучение пред-

ставленности внеклеточных ДНК в культу-
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ре первичных и онкотрансформированных 

клеток с помощью метода флуоресцентной 

гибридизации in situ. 

Материал и методы 

Культуры клеток и методы их культи-

вирования. Первичные эндотелиоциты 

(HUVEC) были получены в ходе обработки 

пупочной вены новорожденных коллагена-

зой IV типа по описанной ранее методике 

[4]. Клетки культивировали в среде IMDM, 

содержащей 10 % эмбриональной телячьей 

сыворотки (ЭТС), 5 нг/мл эпидермального 

фактора роста (EGF), на чашках Петри, 

предварительно обработанных 1 % раство-

ром желатина. Для диссоциации клеток  

использовали 0,1 % раствор коллагеназы 

IV типа. 

Для получения первичных фибробластов 

человека фрагменты ткани десны, обрабо-

танные 0,25 % раствором трипсина, инку-

бировали в среде IMDM с 10 % ЭТС на 

чашках Петри в СО2-инкубаторе при 37 С. 

Культуральную среду меняли каждые 3 дня 

и продолжали процесс в течение 10 дней. 

По истечении указанного времени на чашке 

формировалась гомогенная популяция пло-

ских веретеновидных клеток, которые по 

морфологическому критерию были иденти-

фицированы как фибробласты. 

Клетки линии HeLa (цервикальная аде-

нокарцинома) были получены из American 

Cell Type Collection (США). Первичные 

фибробласты и клетки HeLa культивирова-

ли в среде IMDM, содержащей 10 % ЭТС, 

100 ед./мл пенициллина и 100 мкг/мл стреп-

томицина в атмосфере 5 % СО2 при 37 С. 

Для диссоциации клеток использовали 

0,25 % раствор трипсина в фосфатном бу-

фере. 

Для индукции апоптоза клетки инкуби-

ровали в присутствии 30 мкМ этопозида в 

течение 48 ч. Эффективность индукции 

апоптоза оценивали при помощи окрашива-

ния клеток кальцеином и пропидий иоди-

дом с последующей флуоресцентной мик-

роскопией. 

Выделение свободных и связанных с кле-

точной поверхностью внеклеточных ДНК. 

Для получения свободных внеклеточных 

ДНК использована культуральная среда 

клеток после культивирования в течение 

24 ч. После удаления среды клетки обраба-

тывали 0,25 % трипсином в течение 1 мин 

для получения фракций ДНК, связанных с 

клеточной поверхностью. После обработки 

трипсин нейтрализовали равным объемом 

среды с 10 % ЭТС или ингибитором трип-

сина из соевых бобов. Культуральную среду 

и трипсиновый элюат центрифугировали в 

течение 10 мин при 400 g для осаждения 

клеток. Супернатант отделяли и повторно 

центрифугировали 5 мин при 9 600 g. Полу-

ченные супернатанты использовали для вы-

деления ДНК. Кислоту выделяли при по-

мощи коммерческих наборов («Биосилика», 

Россия). Концентрацию геномной ДНК 

определяли спектрофотометрически при 

длине волны поглощения 260 нм. Степень 

чистоты полученной ДНК оценивали по 

соотношению оптической плотности 

А260 / А280. Концентрацию внеклеточной 

ДНК определяли при помощи флуоресцент-

ного красителя SYBR Green I. 

Амплификация ДНК при помощи LA-PCR. 

LA-PCR геномной ДНК и ДНК, связанной с 

поверхностью клеток, проводили согласно 

ранее описанному протоколу [5] с внесени-

ем некоторых изменений. ДНК гидролизо-

вали при помощи эндонуклеазы MseI в  

реакционной смеси объемом 20 мкл, содер-

жащей от 0,2 мкг ДНК, 10 ед. активной эн-

донуклеазы MseI в буфере R («Fermentas», 

Литва). Реакцию гидролиза проводили в 

течение 1 ч при 65 С. Гидролизованную 

ДНК переосаждали спиртом и растворяли в 

воде. Для проведения LA-PCR с ДНК, вы-

деленной из культуральной среды и супер-

натанта апотических клеток, на первом эта-

пе ДНК обрабатывали Pfu полимеразой 

(«Fermentas», Литва) для образования тупых 

концов. Для этого в стерильной пробирке 

смешивали 1 мкл 10-кратного буфера для 

Pfu полимеразы (200 мМ трис-HCl, pH 8,8, 

100 мМ (NH4)2SO4, 100 мМ KCl, 1 мг/мл 

BSA, 1 % TritonX-100, 20 мМ MgSO4), 1 мкл 

10 мМ dNTP, 100 нг ДНК, 2,5 ед. активной 

Pfu полимеразы. Полученную смесь инку-

бировали в течение 30 мин при 72 C. По 

истечении указанного времени пробирку с 

реакционной смесью помещали в лед. 

К ДНК, гидролизованной эндонуклеазой 

MseI, лигировали двуцепочечный адаптер, 

полученный из олигонуклеотидов Mse12 

(5 -TAACTAGCATGC-3 ) и MseLig21 (5 -A-
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GTGGGATTCCGCATGCTAGT-3 ). К ту-

пым концам ДНК лигировали двуцепочеч-

ный адаптер, полученный из олигонук-

леотидов Mse10 (5 -ACTAGCATGC-3 ) и 

MseLig21 (5 -AGTGGGATTCCGCATGCTA-

GT-3 ). Реакцию лигирования адаптеров по 

тупым и липким концам ДНК проводили в 

реакционном объеме 20 мкл, содержащем 

100 нг ДНК, 4 мкл 5-кратного реакционного 

буфера (25 мМ MgCl2, 50 мМ DTT, 2,5 мМ 

ATP, 250 мМ трис-HCl, pH 7,8), 5 мкМ оли-

гонуклеотиды Mse12 (Mse10) и MseLig21, 

5 % PEG 6000. Полученную смесь инкуби-

ровали в течение 10 мин при 65 С. Затем 

охлаждали до комнатной температуры, до-

бавляли 100 ед. активной T4 ДНК-лигазы 

(«Сибэнзим», Россия) и инкубировали при 

16 С в течение 24 ч. По истечении указан-

ного времени реакционную смесь инкуби-

ровали при 65 С 10 мин для инактивации 

фермента. 

Амплификацию продуктов реакции ли-

гирования ДНК проводили в объеме 50 мкл, 

содержащем 3 мкл 10-кратного буфера 

Dream-TaqTM («Fermentas», Литва), 3 мкл 

10 мМ dNTP, 2 мкл лигазной смеси, 10 мкл 

5 мкМ праймера MseLig21, 2,5 ед. активной 

DreamTaqTM ДНК полимеразы («Fermentas», 

Литва), 2,5 ед. активной Taq ДНК полиме-

разы (лаборатория иммуногенетики ИЦиГ 

СО РАН). Реакцию проводили в амплифи-

каторе Eppendorf Mastercycler Gradient, со-

гласно протоколу: один цикл – 4 мин 72 С; 

один цикл – 3 мин 95 C; 35 циклов – 10 с – 

денатурация ДНК при 90 С, 30 с – отжиг 

праймеров при 60 С, 1 мин – реакция по-

лимеризации при 72 С, завершающая элон-

гация цепей в течение 5 мин при 72 С. 

Мечение ДНК-библиотек и анализ при 

помощи флуоресцентной гибридизации in 

situ (FISH). В стерильной пробирке смеши-

вали 5 мкл 10-кратного буфера для Taq-

полимеразы (650 мМ трис-HCl, pH 8,8, 

160 мМ (NH4)2SO4, 0,5 % Tween 20, 0,2 мМ 

dGTP, 0,2 мМ dCTP, 0,2 мМ dATP, 0,1 мМ 

dTTP, 0,1 мМ dUTP-Биотин (0,1 мМ dUTP-

дегоксигенин) («Invitrogen», США), 4 мкл 

25 мМ MgCl2, 2 мкл амплифицированной 

ДНК, 12 мкл 5 мМ праймера MseLig21, 3 ед. 

активной Taq ДНК полимеразы. ДНК амп-

лифицировали с использованием амплифи-

катора Eppendorf Mastercycler Gradient, со-

гласно протоколу: 20 с – денатурация ДНК 

при 95 С; 30 с – отжиг праймеров при 

60 С; 1 мин – элонгация цепей при 72 С 

(18 циклов). На завершающей стадии элон-

гацию цепей ДНК осуществляли при 72 С в 

течение 5 мин. Гибридизацию меченых 

ДНК-зондов на метафазных хромосомах 

человека выполняли согласно описанному 

протоколу [6]. Препараты анализировали на 

флуоресцентном микроскопе AXIOSCOP 2. 

Для регистрации сигнала использовали 

ССD-камеру, построение профилей относи-

тельной интенсивности флуоресцентного 

сигнала хромосом проводили при помощи 

программного обеспечения «ISIS4» фирмы 

METASYSTEMS GmbH («Zeiss», Гер-

мания). 

Результаты исследования 

и обсуждение 

Процессы, приводящие к появлению 

внеклеточных нуклеиновых кислот, могут 

определять удельное содержание различных 

последовательностей в пуле внеклеточных 

ДНК. В литературе имеются лишь косвен-

ные данные о том, что не все фрагменты 

геномной ДНК равновероятно встречаются 

в составе внеклеточной ДНК [3; 7; 8]. Кон-

кретные данные о последовательностях 

нуклеиновых кислот, преимущественно 

встречающихся в пуле внеклеточных дезок-

сирибонуклеиновых кислот, могут, в свою 

очередь, служить отправной точкой в ис-

следовании механизмов, участвующих в 

генерации внеклеточных нуклеиновых ки-

слот и биологических функций внеклеточ-

ных ДНК. 

Для изучения представленности различ-

ных последовательностей в составе внекле-

точных нуклеиновых кислот нами исполь-

зованы клетки эндотелия пупочной вены 

новорожденных (HUVEC), первичные фиб-

робласты из ткани десны и клетки церви-

кальной аденокарциномы (HeLa). Исполь-

зование этих клеточных культур предостав-

ляет возможность провести сравнение 

состава фрагментов внеклеточной ДНК в 

культурах первичных и онкотрансформиро-

ванных клеток. 

Для сравнения внеклеточной ДНК с ге-

номной использован метод флуоресцентной 

гибридизации in situ [9]. Основным досто-

инством данного метода является возмож-
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ность сравнения частоты встречаемости 

различных фрагментов ДНК в составе не-

скольких образцов на одном цитологиче-

ском препарате, что позволяет напрямую 

оценивать и выявлять изменения в количе-

стве ДНК определенных хромосомных рай-

онов сравниваемых образцов. Необходи-

мым условием для получения корректных 

данных является выделение из исследуемых 

образцов необходимого количества меченой 

ДНК, с максимально возможной и пропор-

циональной стартовой представленностью 

всех участков исходной ДНК образца. По-

скольку выбор метода приготовления ДНК-

зондов определяется фрагментацией исход-

ной ДНК образца, на первом этапе необхо-

димо было определить размер внеклеточной 

ДНК в культуре анализируемых клеток. 

Для исследования свободной внеклеточ-

ной ДНК использована ДНК из культураль-

ной среды клеток эндотелия пупочной вены 

новорожденных (HUVEC), первичных фиб-

робластов из ткани десны и клеток HeLa. 

Ранее показано, что помимо свободно цир-

кулирующих внеклеточных нуклеиновых 

кислот, значительная их часть связана с по-

верхностью клеток, образуя комплексы с 

белками клеточной поверхности [10]. Свя-

занная с клеточной поверхностью ДНК мо-

жет быть элюирована обработкой клеток 

раствором трипсина. Для определения кон-

центрации свободной и связанной с поверх-

ностью клетки внДНК был использован 

флуоресцентный краситель SYBR Green I. 

Среднее количество выделенной ДНК пред-

ставлено в табл. 

Размер фрагментов внеклеточной ДНК в 

культуре клеток HUVEC, первичных фиб-

робластов и HeLa оценивали при помощи 

электрофореза в 1 % агарозном геле 

(рис. 1). Показано, что во всех клеточных 

культурах ДНК, выделенная из культу-

ральной среды, представлена фрагментами 

длиной от 180 до 1 000 пар оснований, в то 

время как ДНК из трипсинового элюата –  

в основном высокомолекулярной фракцией 

с размером фрагментов от 3 500 до 

20 000 пар оснований. 

Для корректного сравнения ДНК, выде-

ленных из разных источников, необходимо 

чтобы ДНК-библиотеки были изготовлены 

из фрагментов ДНК одинаковой длины. Ос-

новываясь на полученных данных о длине 

фрагментов внеклеточных ДНК, были вы-

браны две стратегии изготовления ДНК-

зондов. 

ДНК, связанная с поверхностью клеток, 

представлена высокомолекулярными фраг-

ментами, и ее сравнение корректно было бы 

проводить непосредственно с геномной 

ДНК, которая по ходу выделения дегради-

рует на фрагменты сравнимой длины. На 

основании данных литературы для получе-

ния ДНК-зондов из ДНК, связанной с кле-

точной поверхностью, и геномной ДНК на-

ми был выбран метод LA-PCR, описанный 

C. A. Klein и соавт. [5]. 

ДНК, выделенная из культуральной сре-

ды, представлена короткими фрагментами. 

Получение ДНК-зондов с помощью DOP- 

или LA-PCR c предварительным гидроли-

зом эндонуклеазами рестрикции будут не-

избежно приводить к неравномерной ам-

плификации такой ДНК по сравнению с ге-

номной ДНК и, следовательно, не может 

быть использовано для корректного сравне-

ния ДНК из культуральной среды с геном-

ной ДНК. Поэтому для сравнения с внекле-

точной ДНК культуральной среды нами 

было предложено использовать ДНК, выде-

ленную из культуральной среды клеток, в 

которых был индуцирован апоптоз. Дейст-

вительно, данные литературы свидетельст-

вуют о том, что апоптическая ДНК не отли-

чается по представленности от геномной, а 

характер ее фрагментации очень близок к 

таковому для внеклеточной ДНК. При по-

лучении ДНК зондов мы исключили стадию 

гидролиза ДНК эндонуклеазами рестрик-

ции, чтобы не уменьшать длину фрагментов 

и не вводить селекции по сайту рестрикции. 

Известно, что в составе апоптической ДНК

Среднее количество ДНК, выделенной из трипсинового элюата 
и культуральной среды первичных клеток и клеток HeLa, нг/10

6
 клеток 

Клеточный 
супернатант 

HUVEC 
Первичные 

фибробласты 
HeLa 

Культуральная среда 36 ± 4 64 ± 7 35 ± 3 

Трипсиновый элюат 46 ± 5 46 ± 7 40 ± 5 
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наблюдаются разрывы как с тупыми, так и с 

5  и 3  выступающими концами. Поскольку 

не обнаружено информации о характере 

фрагментации внеклеточной ДНК, мы ис-

пользовали тупление концов апоптической 

и внеклеточной ДНК при помощи Pfu по-

лимеразы [11] с последующим лигировани-

ем к полученным фрагментам адаптеров и 

амплификацией, полученных в результате 

лигирования ДНК-фрагментов. 

ДНК-зонды, выделенные согласно опи-

санной стратегии при помощи LA-PCR из 

геномной и внеклеточной ДНК, были про-

анализированы путем электрофореза в 1 % 

агарозном геле. Показано, что в ходе LA-

PCR клеточной и внеклеточной ДНК на-

блюдалась равномерная амплификация 

фрагментов ДНК размером от 100 до 

1 000 п. н. (данные не представлены). 

Именно такой размер ДНК-фрагментов яв-

ляется оптимальным для FISH, поскольку 

при длине зондов больше чем 1 000 п. н. 

ДНК-мишень на цитологическом препарате 

часто оказывается недоступной. При гибри-

дизации ДНК-зондов длиной менее чем 

100 п. н. происходит неспецифический от-

жиг ДНК-зондов с мишенью [9]. 

ДНК-зонды, полученные из внеклеточной 

ДНК, связанной с поверхностью первичных 

клеток и клеток HeLa, были мечены в ходе 

ПЦР дигоксигенином, а ДНК-зонды, полу-

ченные из геномной ДНК, – биотином. Со-

вместную гибридизацию ДНК-зондов, полу-

ченных из клеточной и внеклеточной ДНК, 

проводили на одном препарате метафазных 

хромосом человека. Зонды детектировали 

при помощи антител к дигоксигенину, ме-

ченных флуоресцентным красителем Cy-3, и 

авидином, меченным флуоресцеином. 

В ходе анализа ДНК-библиотек, выде-

ленных из свободной внеклеточной ДНК и 

апоптической ДНК первичных фибробла-

стов, выявлены отличия в интенсивности 

флуоресценции хромосомы 9, а также акро-

центрических хромосом (13, 14, 15, 21, 22). 

Для более детального анализа результатов 

гибридизации для этих хромосом были по-

строены профили относительной интенсив-

ности флуоресцентных сигналов (рис. 2). На 

основании полученных данных, показано, 

что в составе свободной внеклеточной ДНК 

первичных фибробластов ДНК прицентро-

мерного района 9 хромосомы и дистальных 

 
                                             1      2       3       4 

Рис. 1. Электрофоретический анализ внеклеточной 

ДНК, выделенной из культуральной среды и трипси-

нового элюата культуры первичных фибробластов 

после культивирования в течение 24 ч в 1 % агароз-

ном геле, содержащем 0,001 % бромистого этидия. 

Дорожки 1, 2 – маркеры длины дц-ДНК: 1 – λ ДНК / 

BssT1I; 2 – маркер длины дц-ДНК от 100 до 

1 000 н. п.; 3 – внеклеточная ДНК, выделенная из 

культуральной среды; 4 – внеклеточная ДНК, выде-

ленная из трипсинового элюата 

плечей акроцентрических хромосом 13, 14, 

15, 21, 22 находится в более высокой кон-

центрации по сравнению с апоптической 

ДНК. 

При анализе ДНК-библиотек, получен-

ных из свободной внеклеточной ДНК и 

апоптической ДНК первичных эндотелио-

цитов и клеток HeLa, отличий не выявлено. 

Профили относительной интенсивности 

флуоресцентных сигналов апоптической и 

внеклеточной ДНК фактически совпадали 

(данные не представлены). Следовательно, 

ДНК первичных эндотелиоцитов и клеток 

HeLa, выделенных из культуральной среды, 

не отличается по составу от ДНК апоптиче-

ских клеток. 

В ходе анализа ДНК-библиотек, полу-

ченных из ДНК, связанной с поверхностью 

клеток, и геномной ДНК первичных фиб-

робластов и клеток HeLa определены отли-

чия в 1, 5 и 9-й хромосомах. Для более де-

тального анализа результатов гибридизации 

для этих хромосом построены профили от-

носительной интенсивности флуоресцент-

ных сигналов (рис. 3). Из полученных дан-

ных следует, что в составе ДНК, связанной 

с поверхностью клеток HeLa, наиболее
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Рис. 2. Профили относительной интенсивности флуоресцентных 

сигналов хромосом 9, 13, 14, 15, 21 и 22 после проведения 

двухцветной флуоресцентной гибридизации in situ ДНК-зондов, 

полученных из ДНК, выделенной из культуральной среды, и 

апоптической ДНК первичных фибробластов. 

Ось абсцисс – относительная интенсивность флуоресценции, %; ось 

ординат – распределение флуоресцентного сигнала по длине 

хромосомы 

Рис. 3. Профили относительной интенсивности флуоресцентных 

сигналов хромосом 1, 5 и 9 после проведения двухцветной 

флуоресцентной гибридизации in situ ДНК-зондов, полученных из 

ДНК, связанной с поверхностью клеток, и геномной ДНК первичных 

фибробластов (А), клеток HeLa (Б) и первичных эндотелиоцитов (В). 

Ось абсцисс – относительная интенсивность флуоресценции, %; ось 

ординат – распределение флуоресцентного сигнала по длине хро-

мосомы 
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представлены прицентромерные районы 1, 5 

и 9-й хромосом. Внеклеточная ДНК пер-

вичных эндотелиоцитов также содержит 

значительно большее количество ДНК при-

центромерного района 9-й хромосомы, чем 

геномная ДНК. В остальных хромосомах 

профили относительной интенсивности 

флуоресцентных сигналов внеклеточной и 

клеточной ДНК совпадают. 

Заключение 

Мы проанализировали частоту встречае-

мости отдельных ДНК-последовательнос-

тей из пула внДНК, генерируемых первич-

ными и длительно культивируемыми  

клетками, с помощью двухцветной флуо-

ресцентной гибридизации in situ. Показано, 

что ДНК некоторых участков хромосом 

встречается во внДНК более часто, чем  

в геномной. Частота встречаемости ДНК-

последовательностей в ДНК, генерируемой 

в результате клеточной смерти, идентична 

геномной. Эти данные демонстрируют, что 

в процесс генерации внДНК вносят вклад в 

процессы, не связанные с клеточной смер-

тью. Вполне вероятно, что таковыми могут 

являться процессы активной секреции или 

вторичной секреции фагоцитированной 

апоптической ДНК. Наши исследования 

закладывают основу для детального изуче-

ния процессов генерации внДНК, поскольку 

позволяют определить последовательности 

гиперпредставленных внДНК и выбрать 

ДНК-мишени для исследования процессов 

генерации и возможной биологической ро-

ли внДНК. 
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E. S. Morozkin, E. M. Loseva, K. S. Zadesenets, 

N. B. Rubtsov, V. V. Vlasov, P. P. Laktionov 

Study of Extracellular DNA in Culture of Human Cells by Fish 

Extracellular DNA (exDNA) isolated from culture medium and cell surface of primary and long-term 
cultivated cell was compared with genomic DNA using fluorescent in situ hybridization. Analysis of cell 
surface bound DNA isolated from primary endotheliocytes, fibroblasts and HeLa cells revealed overrepre-
sentation of the precentromeric region of chromosome 9. There was no difference between apoptotic 
DNA and DNA isolated from culture medium of primary endotheliocytes or HeLa cells, whereas DNA 
isolated from culture medium of primary fibroblasts showed overrepresentation of chromosome 9 fragments 
and the regions of short arms of chromosomes 13, 14, 15, 21, 22. The data on accumulation of specif-
ic DNA sequences outside of cells indicate the existence of selective pathways involved in generation of 
free and cell surface bound exDNA. 

Keywords: extracellular DNA, apoptosis, fluorescent hybridization. 


