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ПОРУШЕННЯ ЦИКЛІН D1/ЗАЛЕЖНОЇ РЕГУЛЯЦІЇ
КЛІТИННОГО ЦИКЛУ ЛІМФОЦИТІВ ПЕРИФЕРИЧНОЇ 
КРОВІ УЧАСНИКІВ ЛІКВІДАЦІЇ НАСЛІДКІВ АВАРІЇ НА ЧАЕС 
У ВІДДАЛЕНОМУ ПЕРІОДІ ПІСЛЯ ОПРОМІНЕННЯ  
Мета: визначити особливості проліферативного потенціалу лімфоцитів периферичної крові учасників ліквіда&

ції наслідків аварії на ЧАЕС за рівнем експресії цикліну D1 та кількісними показниками клітинного циклу у

віддаленому періоді після опромінення.

Матеріали і методи. Об’єктом дослідження були лімфоцити периферичної крові (ПК) учасників ліквідації

наслідків аварії (ЛНА) на ЧАЕС у віддаленому періоді після опромінення (> 30 років). Обстежено 207 осіб чо&

ловічої статі, із них 164 учасників ЛНА на ЧАЕС, опромінених у діапазоні доз 10,43–3623,31 мЗв та 43 особи

контрольної групи. Дослідження проліферативного потенціалу (ініціація клітинного циклу) та рівнів експресії

цикліну D1 у лімфоцитах ПК проводили in vitro з використанням мікрометоду культивування лейкоцитів цільної

крові з фітогемаглютиніном&Р (ФГА). Пробопідготовку виконували за стандартною методикою імунофлуорес&

центного забарвлення внутрішньоклітинних білків з використанням реагентів FITC Mouse Anti&Human Cyclin D1

Antibody Set (BD, США). Параметри клітинного циклу досліджували шляхом забарвлення ядер клітин пропідію

йодидом (Sigma, США) у режимі ДНК&гістограм з відокремленням G0/G1&, S& та G2/M&регіонів (фази клітинного

циклу) та Sub&G0/G1&регіону (ядра клітин у стані апоптозу). Аналіз проводили на проточному цитометрі

FACSCalibur (BD, США).

Результати та висновки. Проведено кількісну оцінку проліферативного потенціалу лімфоцитів ПК учасників

ЛНА на ЧАЕС за показниками клітинного циклу і рівнем експресії білка циклін D1 спонтанно та у короткочасній

культурі лімфоцитів in vitro. У віддаленому періоді після опромінення визначено підвищення рівня спонтанної

експресії цикліну D1 і порушення циклін D1&залежної регуляції клітинного циклу лімфоцитів ПК після активації

мітогеном. Підвищення рівня експресії цикліну D1 супроводжувалось збільшенням пулу клітин у S& та G2/М&фа&

зах клітинного циклу, що характеризує високий проліферативний потенціал лімфоцитів ПК. Виявлено мітоген&

індуковану затримку клітинного циклу лімфоцитів у G1/S&контрольній точці, скорочення S&фази. Дані зміни є

проявом нестабільності геному, зумовлені дією радіації та залежать від дози опромінення. Отримані результа&

ти підтверджують гіпотезу, щодо значення рівнів експресії цикліну D1, як критеріїв проявів нестабільності ге&

ному та ризиків онкогенезу у віддаленому періоді після опромінення.

Ключові слова: клітинний цикл, проліферація, циклін D1, нестабільність геному, радіаційне опромінення, учас&

ники ліквідації наслідків аварії на ЧАЕС. 
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CHANGES OF CYCLIN D1/DEPENDENT REGULATION OF CELL
CYCLE IN PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES OF CHORNOBYL
CLEAN/UP WORKERS AT A REMOTE PERIOD AFTER RADIATION
EXPOSURE
Objective: To study proliferative potential of peripheral blood lymphocytes of Chornobyl clean&up workers by level

of expression of cyclin D1 and quantitative parameters of cell cycle at a remote period after radiation exposure.

Materials and methods. The research subject was the peripheral blood lymphocytes (PB) of Chornobyl clean&up

workers 30–33 years after radiation exposure. A total of 207 men were surveyed, 164 of them were clean&up work&

ers exposed in the dose range 10.43–3623.31 mSv and 43 persons of the control group. Analysis of proliferation

potential (cell cycle initiation) and cyclin D1 expression in PB lymphocytes were performed in vitro by a micro method

of whole blood leukocytes culture with phytohemagglutinine&P (PHA). Sample preparation was performed by a stan&

dard immunofluorescent assay for intracellular proteins using the FITC labelled Mouse Anti&Human Cyclin D1

Antibody Set. Cell distribution by cell cycle phases studied by propidium iodide DNA staining and analysis on

FACSCalibur laser flow cytometer in histogram mode with separation of G0/G1&, S& and G2/M&regions and Sub&G0/G1&

region (apoptotic cells).

Results and conclusions. An increase in the level of spontaneous сyclin D1 expression and disturbance of сyclin

D1&dependent regulation of cell cycle of PB lymphocytes after mitogen activation were determined in a remote peri&

od after radiation exposure. An increase in the level of cyclin D1 expression was accompanied by increase in pool of

cells in the S& and G2/M&phases of cell cycle which characterizes the high proliferative potential of PB lymphocytes.

Mitogen&induced delay of cell cycle of lymphocytes in G1/S check point and reduction of S&phase was revealed.

These changes are a manifestation of genomic instability caused by the effect of radiation and depend on the radi&

ation dose. The results confirm the hypothesis about the significance of levels of cyclin D1 expression, as a criteri&

on for manifestations of genome instability and risks of oncogenesis in a remote period after irradiation.

Key words: cell cycle, cell proliferation, cyclin D1, genome instability, radiation exposure, Chornobyl clean&up workers.
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ВСТУП
Біологічні ефекти віддалених наслідків радіаційного

опромінення, а також механізми їх довгострокового

збереження недостатньо вивчені та залишаються

пріоритетним напрямком досліджень сучасної меди@

цини і радіобіології [1, 2].

Цитотоксична дія іонізуючої радіації (ІР) ре@

алізується через ураження генетичного і мембранно@

го апарату клітини, модифікації експресії генів і ме@

таболічної активності їх продуктів, що суттєво пору@

шує клітинний гомеостаз [3–8]. Ступінь ураження

залежить від дози опромінення. Хромосомні абера@

ції, делеції, транслокації зберігаються і після репа@

рації ДНК та у віддаленому періоді після опромінен@

ня, що свідчить про порушення механізмів контро@

лю репарації ДНК, сигнальної трансдукції, апоптозу,

проліферації та регуляції клітинного циклу [9–11].

INTRODUCTION
The long@term biological effects of radiation expo@

sure, as well as the mechanisms of their long@term

preservation are insufficiently studied and remain

a priority area of research in medicine and radio@

biology [1, 2].

The cytotoxic effect of ionizing radiation (IR) is

realized through damage of genetic and membrane

apparatus of the cell, alteration of gene expression

and metabolic activity of their products, signifi@

cantly disturbance cell homeostasis [3–8]. The da@

mage rate depends on the dose. Chromosomal aber@

rations, deletions and translocations persist after

DNA repair and in a remote period after irradiation,

which indicates a violation of the control mecha@

nisms of DNA repair, signal transduction, apoptosis,

proliferation and cell cycle regulation [9–11].
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Відомо, що в регуляції клітинного циклу після дії

іонізуючої радіації задіяні два основні механізми:

один забезпечується послідовною експресією біл@

ків – циклінів і утворенням комплексів CDK@цик@

лін, а інший пов’язаний з експресією генів родини

RAS [12].

Циклін D1 – білок, продукт гена CCND1, локалізо@

ваного на 11@й хромосомі у локусі 11q13, є частиною

молекулярного комплексу, що регулює клітинний

цикл під час переходу клітин G1/S@фази. Активація

експресії цикліну D1 відбувається шляхом мітоген@

ної сигналізації із залученням Ras/Raf білків та міто@

ген@активованих протеїнкіназ (МАРК, mitogen@acti@

vated protein kinase) [13] і регулюється як на тран@

скрипційних, так і на посттрансляційних рівнях.

Циклін D1 накопичується в ядрі в результаті інакти@

вації PI3K (Рhosphatidylinositol@3@OH kinase) та АКТ

(протеїнкіназа В) – залежного фосфорилювання

GSK@3β (Glycogen synthase kinase 3 beta) [14]. Рівень

цикліну D1 в ядрі нестабільний, змінюється протягом

всього клітинного циклу; у нормі, рівень цикліну D1

збільшується під час G0/G1@фази і знижується, коли

клітини вступають у S@фазу [15]. Диспропорційне на@

копичення цикліну D1 в ядрі супроводжується над@

мірною проліферацією клітин, що мають вкорочену

G1@фазу, та втратою ними здатності реагувати на фізіо@

логічні чинники росту. Гіперекспресія цикліну D1 мо@

же бути результатом неконтрольованої ампліфікації

гена CCND1, транслокації фрагментів хромосоми у

11q13 локусі, викликатися підвищеною чутливістю не@

опластичних клітин до зовнішніх сигналів [16] і бути

наслідком порушення механізмів його деградації [17].

Радіаційно@індукована нестабільність геному, гіпере@

кспресія гена CCND1, зміна вмісту білків@регуляторів

клітинного циклу, а також наявність екзогенних і ен@

догенних чинників, що впливають на функціонуван@

ня механізмів внутрішнього контролю, викликають

порушення клітинного гомеостазу та лежать в основі

неопластичної трансформації клітин [18, 19].

МЕТА
Визначити особливості проліферативного потенціалу

лімфоцитів периферичної крові учасників ліквідації

наслідків аварії (ЛНА) на ЧАЕС за рівнем експресії

цикліну D1 та кількісними показниками клітинного

циклу у віддаленому періоді після опромінення.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
Об’єктом дослідження були лімфоцити периферич@

ної крові (ПК) учасників ЛНА на ЧАЕС у віддалено@

му періоді після опромінення (> 30 років). Обстеже@

It is known that two main mechanisms are

involved in the regulation of cell cycle after radia@

tion exposure. One is provided by sequential

expression of proteins – cyclins and formation of

CDK@cyclin complexes and other is related to

expression RAS family gene [12].

Cyclin D1 protein is a product of CCND1 gene

that is localized on chromosome 11 at the 11q13

locus and is part of the molecular complex that

regulates cell cycle during G1/S@phase cell transi@

tion. Cyclin D1 expression is activated by mitogen

signaling involving Ras/Raf proteins and mitogen@

activated protein kinases [13] and is regulated at

both transcriptional and post@translational levels.

Cyclin D1 accumulates in the nucleus as a result of

inactivation of PI3K (Phosphatidylinositol@3@OH

kinase) and AKT (protein kinase B) – dependent

phosphorylation of GSK3β (Glycogen synthase

kinase 3 beta) [14]. The level of cyclin D1 in the

nucleus is unstable. It changes throughout the cell

cycle; normally, the level of cyclin D1 increases

during the G0/G1@phase and decreases when cells

enter the S@phase [15]. Disproportionate accumu@

lation of cyclin D1 in the nucleus is accompanied

by excessive proliferation of cells that have a short@

ened G1@phase and they lose the ability to respond

to physiological growth factors. Overexpression of

cyclin D1 may be the result of uncontrolled ampli@

fication of the CCND1 gene, translocation of chro@

mosome fragments at the 11q13 locus, caused by

hypersensitivity of neoplastic cells to external sig@

nals [16] and be the result of disruption of its

degradation mechanisms [17]. Radiation@induced

genome instability, CCND1 gene overexpression,

changes in cell cycle regulatory proteins and the

presence of exogenous and endogenous factors

that affect the functioning of internal control me@

chanisms, disrupt cellular homeostasis and under@

lie the neoplastic transformation of cells [18, 19].

OBJECTIVE
To study features of proliferative potential of

peripheral blood lymphocytes of Chornobyl clean@

up workers by level of expression of cyclin D1 and

quantitative indicators parameters of cell cycle in a

remote period after radiation exposure.

MATERIALS AND METHODS
The object of study was PB lymphocytes of Chorno@

byl clean@up workers in a remote period after radia@

tion exposure (> 30 years). A study was performed i



on 207 male, aged (58,73 ± 7,14) 164 of them were

Chornobyl accident clean@up workers exposed in

the dose range 10,43–3623,31 mSv and 43 persons

of the control group, radiation dose which did not

exceed the natural background level. To analyze

dose@dependent effect, the examined Chornobyl

clean@up workers were divided into three subgroups:

1st subgroup – 50 Chornobyl clean@up workers, ex@

posed in the dose range 10–100 mSv (10 < D < 100);

2nd subgroup – 73 people with a dose in the range

103–498 mSv (100 < D < 500); 3rd subgroup – 41

people with dose 512–3623 mSv (D > 500 mSv).

Exclusion criteria of patients from the examina@

tion: the presence of aplastic conditions, malig@

nant neoplasms, severe somatic diseases in the

acute stage, aggravated allergic history, refusal of

patients to participate in the examination.

Analysis of proliferation potential and cyclin D1

expression in PB lymphocytes were performed in

vitro by a micromethod of culture whole blood

leukocytes. PB leukocytes were stimulated with

mitogen phytohemagglutinine@P (PHA) in a con@

centration of 10 μg/ml and cultured in RPMI@1640

Medium supplemented by L@glutamine and natri@

um hydrocarbonate NaHCO3 (Sigma, USA) with

10 % of fetal bovine serum (Sigma, USA), 100 μg/ml

of gentamicin in CO2 incubator at 37 °C, 5 % of

CO2 and 95 % humidity. Incubation was performed

in 96@well culture plates during 18 hours.

Spontaneous and mitogen@induced levels of

cyclin D1 expression in PB lymphocytes were

studied by a standard immunofluorescent assay

for intracellular proteins using the FITC labelled

Mouse Anti@Human Cyclin D1 Antibody Set

(BD, USA) including FITC Mouse Anti@Human

Cyclin D1and FITC Mouse IgG1, – Isotype

Control. Analysis was performed on laser flow

cytometer FACSCalibur (BD, USA) using

CellQuest Pro software (BD, USA) collecting

20,000 events in Dot Histogram mode. Analysis of

spontaneous and PHA@induced cell distribution

by phases of cell cycle was performed by staining

cell nucleus of propidium iodide (Sigma, USA) at

working concentration. Analysis was performed in

DNA histograms mode with separation of G0/G1@,

S@ and G2/M@regions (cell cycle phase) and Sub@

G0/G1@region (cell nucleus in a state of apopto@

sis).

Statistical analysis of the data was performed

using the statistical package Statistica 10 using

parametric methods.

но 207 осіб чоловічої статі у віці (58,73 ± 7,14) років,

із них 164 учасників ЛНА на ЧАЕС, опромінених у

діапазоні доз 10,43–3623,31 мЗв та 43 особи конт@

рольної групи, доза опромінення яких не перевищу@

вала значення природного фону. Для аналізу дозоза@

лежних ефектів обстежені пацієнти, учасники ЛНА

на ЧАЕС, були розподілені на три підгрупи: 1@ша

підгрупа – 50 учасників ЛНА на ЧАЕС, опромінених

у діапазоні доз 10–100 мЗв (10 < D < 100); 2@га під@

група – 73 особи з дозою опромінення 103–498 мЗв

(100 < D < 500); 3@тя підгрупа – 41 особа з дозою оп@

ромінення 512–3623 мЗв (D > 500 мЗв).

Критеріями виключення пацієнтів з обстеження

були: наявність апластичних станів гемопоезу, зло@

якісних новоутворень, тяжких соматичних захворю@

вань у стадії загострення, обтяжений алергологічний

анамнез, відмова пацієнтів від участі в обстеженні.

Визначення проліферативного потенціалу та екс@

пресії цикліну D1 у лімфоцитах ПК проводили з ви@

користанням мікрометоду культивування лейко@

цитів цільної крові. Лейкоцити цільної крові стиму@

лювали фітогемаглютиніном@Р (ФГА) в концентрації

10 мкг/мл і культивували у живильному середовищі

RPMI@1640 з L@глутаміном та натрію гідрокарбонатом

NaHCO3 (Sigma, США) з додаванням 10 % ембріо@

нальної телячої сироватки (Sigma, США), 100 мкг/мл

гентаміцину в інкубаторі при 5 % СО2, температурі –

37 °C і 95 % вологості у 96@лункових плоскодонних

культуральних планшетах протягом 18 годин.

Спонтанний і мітоген@індукований рівні цикліну D1

у лімфоцитах ПК визначали за стандартною, реко@

мендованою виробником, методикою імунофлуо@

ресцентного забарвлення внутрішньоклітинних

білків з використанням реагентів FITC Mouse Anti@

Human Сyclin D1 Antibody Set (BD, США), що вклю@

чає FITC@кон’югати МКАТ миші Аnti@Human Сyc@

lin D1 та IgG1 – ізотиповий (негативний) контроль.

Аналіз проводили на проточному цитометрі

FACSCalibur (BD, США) за допомогою програмного

забезпечення CellQuest Pro (BD, США) для 20 000

подій у режимі «Dot Histogram». Аналіз спонтанного

та ФГА@індукованого розподілу клітин за фазами

клітинного циклу проводили із забарвленням ядер

клітин пропідію йодидом (Sigma, США) у робочій

концентрації. Аналіз проводили у режимі ДНК@

гістограм з відокремленням G0/G1@, S@ та G2/M@регі@

онів (фази клітинного циклу) та Sub@G0/G1 регіону

(ядра клітин у стані апоптозу).

Результати статистично опрацювали у програмі

Statistica 10.
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РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ
За результатами дослідження спонтанного та міто@

ген@індукованого рівнів цикліну D1 в учасників ЛНА

на ЧАЕС відмічено тенденцію до підвищення спон@

танної продукції цикліну D1 у лімфоцитах ПК. У

нормі проліферація лімфоцитів відбувається після

активації антигенним чи мітогенним стимулом. У

здорових осіб після стимуляції ФГА спостерігалося

підвищення відносного рівня цикліну D1 у лімфоци@

тах ПК, тоді як у переважної більшості обстежених

учасників ЛНА на ЧАЕС, після мітогенної стиму@

ляції, рівень експресії цикліну D1 та проліфератив@

ної активності лімфоцитів у G0/G1@фазі клітинного

циклу знижувався (табл. 1).

Порушення механізмів регуляції клітинного циклу,

в тому числі продукції цикліну D1, призводить до

неконтрольованої проліферації клітин і корелює з

онкогенезом. Гіперекспресію цикліну D1 пов’язу@

ють з розвитком та прогресією онкозахворювань, та@

ких як неходжкінські злоякісні лімфоми [20], рак

молочної залози, стравоходу, сечового міхура і ле@

гень [21–24]. Надвисокі рівні цикліну D1 призводять

до примусової прогресії клітинного циклу до S@фази

та індукції дволанцюгових розривів ДНК в оп@

ромінених (радіорезистентних) клітинах [25]. Вод@

ночас, існують повідомлення, що підвищені рівні

цикліну D1 індукують апоптоз і сприяють клітинно@

му старінню [26].

Наявність змін проліферації лімфоцитів ПК в

учасників ЛНА на ЧАЕС підтверджується даними

аналізу показників клітинного циклу. У віддаленому

періоді після опромінення в учасників ЛНА на

ЧАЕС характерним є незначне зниження вмісту клі@

тин у G0/G1@фазах клітинного циклу, що позначаєть@

ся на кількості проліферуючих клітин та клітин з тет@

раплоїдним набором ядерної ДНК. Так, у групі оп@

RESULTS AND DISCUSSION
There is a tendency to increase spontaneous pro@

duction of cyclin D1 in PB lymphocytes in

Chornobyl clean@up workers. Normally, most

lymphocytes are not prone to active division; their

proliferation begins after activation by antigenic or

mitogenic stimulus. In almost healthy individuals

increase relative level of cyclin D1 in PB lympho@

cytes after PHA stimulation is observed, whereas

in the overwhelming majority of examined Chor@

nobyl clean@up workers after mitogenic stimula@

tion, level of cyclin D1 expression and proliferative

activity of lymphocytes in G0/G1@phase of the cell

cycle decreased (Table 1).

Violation of mechanisms of regulation of cell

cycle including production of cyclin D1 leads to

uncontrolled cell proliferation and correlates with

oncogenesis. Overexpression cyclin D1 has been

associated with development and progression of

cancers such as non@Hodgkin’s malignant lym@

phomas [20], breast, esophageal, bladder and lung

cancers [21–24]. Over high levels of cyclin D1 not

only lead to forced progression of cell cycle to

S@phase, but also disrupt DNA replication, accom@

panied by induction of double@stranded DNA

breaks in exposed (radioresistant) cells [25]. How@

ever, increased levels of cyclin D1 induce apopto@

sis and promote cellular aging [26].

Changes in proliferation of PB lymphocytes in

Chornobyl clean@up workers are confirmed by

analysis of cell cycle parameters. Insignificant

decrease number of cells in G0/G1@phase of cell

cycle which affects number of proliferating cells

and cells with a tetraploid set of nuclear DNA is

observed in Chornobyl clean@up workers in a

remote period after radiation. A statistically signif@

Експресія цикліну D1 у групах обстеження, % / cyclin D1 expression in study groups, %

Показник / Parameter Учасники ЛНА на ЧАЕС
n Контроль / control n Chornobyl accident 

clean#up workers

Спонтанна експресія 43 15,1 ± 13,5 164 18,5 ± 16,4 ↑
Spontaneous expression

ФГА<індукована експресія 9 20,6 ± 13,6 69 15,7 ± 15,8 
PHA<induced expression

Таблиця 1

Рівень спонтанної та мітогенQіндукованої експресії цикліну D1 у лімфоцитах ПК учасників ЛНА на ЧАЕС,
(M ± SD) 

Table 1

Level of spontaneous and mitogenQinduced cyclin D1 expression in PB lymphocytes of Chornobyl cleanQup
workers, (M ± SD)

↑



icant increase in spontaneous level of lymphocytes

in S@phase of cell cycle 12,2 % (р < 0,01) was found

in group of exposed patients; the average group

value of spontaneous level of proliferating PB lym@

phocytes (G2/M@phase of cell cycle) becomes

4,4 % and has tendency to increase (p = 0.055);

there is draws attention insignificant increase in

relative level of cells with damaged / hypodiploid

DNA – 1.2 % (p < 0.22) compared with control

group (Table 2).

According to comparative analysis of parameters

of cell cycle lymphocytes after mitogenic stimula@

tion, it was determined that the proportion of pro@

liferating cells significantly increased in all study

groups. The level of lymphocytes in G2/M@phase

of cell cycle in Chornobyl clean@up workers was

11,6 % (p < 0.05) while in control group this

parameter increased only to 3.1 % (p < 0.05) com@

pared to spontaneous level (Table 2).

The level of PB lymphocytes in S@phase after

PHA stimulation also statistically significant

increased to 11,3 % (p < 0.05) in control group.

This parameter practically did not change relative

to spontaneous level in exposed patients (Table 2).

It is noteworthy that after mitogenic stimulation

the level of hypodiploid cells significantly

increased to 4,4 % (p < 0.05) against the back@

ground of increase in the pool of proliferating cells

in Chornobyl clean@up workers, while in control

group initiation of cell division was accompanied

by insignificant decrease in percentage apoptot@

ромінених осіб встановлено статистично значуще

підвищення спонтанного рівня лімфоцитів, що зна@

ходяться у S@фазі клітинного циклу (12,2 %, р < 0,01);

середньогрупове значення спонтанного рівня пролі@

феруючих лімфоцитів ПК (G2/M@фаза клітинного

циклу) становить 4,4 % та має тенденцію до підви@

щення (p = 0,055); привертає увагу незначне збіль@

шення відносного рівня клітин з пошкодженою/гі@

подиплоїдною ДНК – 1,2 % (p < 0,22) у порівнянні з

контрольною групою (табл. 2).

За даними порівняльного аналізу показників клі@

тинного циклу лімфоцитів після індукції мітогеном,

визначено, що частка проліферуючих клітин досто@

вірно збільшилась у всіх досліджуваних групах. В учас@

ників ЛНА на ЧАЕС рівень лімфоцитів, які перебу@

вають у G2/M@фазі клітинного циклу складає 11,6 %

(p < 0,05), тоді як у контрольній групі даний показ@

ник збільшився лише до 3,12 % (p < 0,05) у порів@

нянні зі спонтанним рівнем (табл. 2).

Рівень лімфоцитів ПК в S@фазі після стимуляції

ФГА також статистично значуще підвищився до

11,3 % (p < 0,05) в осіб контрольної групи. У опро@

мінених осіб даний показник практично не зміню@

вався відносно спонтанного рівня (табл. 2). При@

вертає увагу те, що після стимуляції мітогеном в

учасників ЛНА на ЧАЕС на фоні збільшення пулу

проліферуючих клітин також значно підвищився

рівень гіподиплоїдних клітин 4,4 % (p < 0,05), тоді

як у контрольній групі ініціація клітинного поділу

супроводжувалася незначним зниженням відсотка

апоптотичних/гіподиплоїдних клітин (табл. 2). Це
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Розподіл лімфоцитів по фазах клітинного циклу залежності від участі в ЛНА 
та мітогенної індукції, %

Показник клітинного циклу
Distribution of lymphocytes by cell cycle phases depending on participation in Chornobyl 

clean#up work and mitogen induction, %

Parameter of cell cycle
Контроль / Control

Учасники ЛНА на ЧАЕС 
Chornobyl clean#up workers

спонтанно/spontaneous ФГА/PHA спонтанно/spontaneous ФГА/PHA
(n = 43) (n = 9) (n = 164) (n = 54)

Sub<G0/G1 0,7 ± 1,0 0,6 ± 0,7 1,2 ± 2,0 4,4 ± 13,4**
G0/G1 82,4 ± 13,7 79,3 ± 12,2 77,3 ± 19,4 73,7 ± 26,5

S 6,5 ± 5,2 11,3 ± 7,9** 12,2 ± 12,5* 13,2± 10,7
G2/М 1,3 ± 2,0 3,1 ± 2,0** 4,4 ± 9,0 11,6 ± 24,2**

Примітки. * – р < 0,01 порівняно з контрольною групою; ** – р < 0,05 порівняно зі спонтанним рівнем.
Notes. * – р < 0.01 vs the control group; ** – р < 0.05 vs the spontaneous level.

Таблиця 2

Показники клітинного циклу спонтанного та мітогенQіндукованого рівнів лімфоцитів ПК учасників ЛНА
на ЧАЕС, (M ± SD) 

Table 2

Parameters of cell cycle of spontaneous and mitogenQinduced level of PB lymphocytes in Chornobyl cleanQup
workers, (M ± SD)
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може бути проявом передчасного старіння лімфо@

цитів ПК.

Аналіз спонтанного рівня цикліну D1 у лімфоци@

тах ПК учасників ЛНА на ЧАЕС залежно від дози

опромінення показав підвищення середньогрупових

значень у всіх підгрупах учасників ЛНА, порівняно з

контрольною групою. Значне підвищення спонтан@

ного рівня цикліну D1 у лімфоцитах ПК до 22,8 %

(р < 0,01) встановлено у підгрупі учасників ЛНА на

ЧАЕС, які були опромінені у дозах D > 500 мЗв.

У осіб з дозою опромінення 10 < D < 100 мЗв та

100 < D < 500 мЗв даний показник був дещо підви@

щеним, однак не мав суттєвої різниці, порівняно з

таким у контрольній групі, рис. 1.

Після ініціації клітинного поділу лімфоцитів ФГА у

підгрупах учасників ЛНА на ЧАЕС з дозами оп@

ромінення 10 < D < 100 мЗв та D > 500 мЗв спос@

терігалася тенденція до зниження рівня цикліну D1 у

лімфоцитах ПК, однак статистично значущих ре@

зультатів даного показника, порівняно зі спонтан@

ним рівнем, не визначено, тоді як у контрольній

групі рівень експресії цитоплазматичного цикліну

D1 після стимуляції мітогеном зростає (табл. 3).

Зниження ФГА@індукованого рівня цикліну D1

на межі G0/G1@фази клітинного циклу (18 годин

стимуляції ФГА), що передусім, відмічено у підгру@

пі учасників ЛНА на ЧАЕС з дозою опромінення

D > 500 мЗв, вказує на можливість затримки клітин@

ного циклу у G1@фазі та G1/S@інтервалі. Отримані дані

вказують, що підвищена спонтанна експресія цик@

ліну D1 обмежує можливості реагування лімфоцитів

на мітогенний стимул і є проявом нестабільності ге@

ному лімфоцитів у віддаленому періоді після опромі@

ic/hypodiploid cells (Table 2). This may be a mani@

festation of premature aging of PB lymphocytes.

Analysis of spontaneous level of cyclin D1 in PB

lymphocytes of Chornobyl clean@up workers depend@

ing on radiation dose, showed an increase in the aver@

age group values of this parameter in all subgroups of

exposed patients as compared with control group. A

significant increase in spontaneous level of cyclin D1

in PB lymphocytes to 22.8% (p < 0.01) was found in

the subgroup of Chornobyl clean@up workers, exposed

D > 500 mSv. This parameter was slightly increased in

patients with a radiation dose of 10 < D < 100 and

100 < D < 500 mSv, but did not have significant differ@

ences compared to control group (Fig. 1).

After initiation of cell division of PHA@stimulat@

ed lymphocytes in subgroups of Chornobyl clean@

up workers with radiation doses of 10 <D < 100 and

D > 500 mSv, there is a tendency to decrease the level

of cyclin D1 in PB lymphocytes, but statistically sig@

nificant results of this parameter have been not deter@

mined compared with spontaneous level while as level

of cytoplasmic cyclin D1 expression increases after

stimulation with mitogen in control group (Table 3).

Changes in proliferative potential under the influ@

ence of PHA such as decrease in the level of cyclin

D1 at the boundary of G0/G1@phase of cell cycle (18

hours of PHA stimulation), which is primarily

noted in subgroup of Chornobyl clean@up workers

with a radiation dose D > 500 mSv indicates the

possibility of delays cell cycle in G1@phase and

G1/S@interval, which is a manifestation of genome

instability of lymphocyte in a remote period after

radiation exposure. The arrest of cell cycle at G1/S@

Рисунок 1. Відносний рівень спонтанної експресії
цикліну D1 у лімфоцитах ПК осіб груп обстеження
0 – контрольна група; 
1 – учасники ЛНА на ЧАЕС (10 < D < 100 мЗв); 
2 – учасники ЛНА на ЧАЕС (100 < D < 500 мЗв); 
3 – учасники ЛНА на ЧАЕС (D > 500 мЗв).

Figure 1. Level of spontaneous cyclin D1 expression
in PB lymphocytes of study group
0 – control group; 
1 – Chornobyl clean/up workers (10 < D < 100 mSv); 
2 – Chornobyl clean/up workers (100 < D < 500 mSv);
3 – Chornobyl clean/up workers (D > 500 mSv).



checkpoint can occur with double@stranded

DNA breaks, incorrect chromosome segregation,

destruction of the microtubule system, or due to

incompleteness of the previous cell cycle with a

violation of the chromosome number [27]. A cell

that has passed the «restriction point» is pro@

grammed to replicate and is no longer dependent

on external stimuli.

A statistically significant (p < 0.05) increase was

revealed in cells with a tetraploid DNA in S@

phase (active synthesis protein) with cyclin D1

overexpression, which is a sign of increased pro@

liferative potential of PB lymphocytes in all stud@

ied subgroups of Chornobyl clean@up workers in

remote period after radiation exposure. Also,

there is a tendency to increase proliferating lym@

phocytes in G2/M@phase of cell cycle in all

exposed subgroups; however, statistically signif@

icant result (p < 0.05) was obtained in group

Chornobyl clean@up workers with a radiation

dose D > 500 mSv (Table 4).

Stimulation of PB lymphocytes by mitogen led

to induction of cell division and increase number

of proliferating cells in all examined patients.

A statistically significant (p < 0.05) increase in

proliferative potential of lymphocytes after mito@

genic stimulation was determined in control

group, while there was a tendency to increase in

actively proliferating lymphocytes in S – and

G2/M@phases of cell cycle by compared to spon@

taneous level in all subgroups of Chornobyl clean@

up workers. The largest number of lymphocytes in

G2/M@phase of cell cycle was determined in expo@

sed subgroup with a radiation dose D > 500 mSv,

however, no significant difference in this parame@

нення. Блок клітинного циклу у G1/S@контрольній точ@

ці може здійснюватися при дволанцюгових розривах

ДНК, невірній сегрегації хромосом, руйнуванні системи

мікротрубочок або через незавершеність попереднього

клітинного циклу з порушенням числа хромосом [27].

Клітина, яка пройшла контрольну точку запрограмова@

на на реплікацію і більше не залежить від зовнішніх сти@

мулів, що стосується й реакції на опромінення.

У віддалений період після опромінення в учасників

ЛНА на ЧАЕС на фоні гіперекспресії цикліну D1, що

є ознакою підвищеного проліферативного по@

тенціалу лімфоцитів ПК, виявлено статистично зна@

чуще (p < 0,05) збільшення числа клітин з тетрап@

лоїдним набором ДНК, що знаходяться у S@фазі у

всіх досліджуваних підгрупах. Також, у всіх підгру@

пах опромінених осіб спостерігалася тенденція до

збільшення проліферуючих лімфоцитів, що знахо@

дяться у G2/M@фазі клітинного циклу, однак статис@

тично значущий результат (p < 0,05) отримано лише

у групі учасників ЛНА на ЧАЕС з дозою опромінен@

ня D > 500 мЗв (табл. 4).

Стимуляція лімфоцитів ПК мітогеном призвела до

індукції клітинного поділу та підвищення кількості

проліферуючих клітин у всіх обстежених осіб. У конт@

рольній групі визначено статистично значуще (p < 0,05)

підвищення проліферативного потенціалу лімфо@

цитів після стимуляції мітогеном, тоді як у всіх

підгрупах учасників ЛНА на ЧАЕС, простежувалася

лише тенденція до збільшення активно проліферую@

чих лімфоцитів у S@ та G2/М@фазах клітинного циклу

порівняно зі спонтанним рівнем. Найбільшу кіль@

кість лімфоцитів, що знаходяться у G2/M@фазі клі@

тинного циклу визначено у підгрупі учасників ЛНА

на ЧАЕС з дозою опромінення D > 500 мЗв, однак

значущої різниці даного показника у порівнянні з
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Група / Group Відносний рівень цикліну D1, % / The relative level cyclin D1, %

спонтанно/spontaneous ФГА/PHA

Контроль / control 15,1 ± 13,5 20,6 ± 13,7 ↑

10 < D < 100 мЗв 19,5 ± 17,4 14,1 ± 13,9

100 < D < 500 мЗв 16,3 ± 14,6 17,2 ± 16,6

D > 500 мЗв 22,8 ± 13,5* 16,8 ± 20,3

Примітка. * – р < 0,01 порівняно з контрольною групою.
Note. * – р < 0.01 vs the control group.

Таблиця 3

Відносний рівень спонтанної та мітогенQіндукованої експресії цикліну D1 у лімфоцитах ПК в учасників
ЛНА на ЧАЕС залежно від дози опромінення, (M ± SD) 

Table 3

The relative level of spontaneous and mitogenQinduced cyclin D1 expression in PB lymphocytes in Chornobyl
cleanQup workers depending on the radiation dose, (M ± SD)

↑

↑
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контрольною групою та спонтанним рівнем не ви@

явлено (табл. 4).

Таким чином, в учасників ЛНА на ЧАЕС визна@

чено підвищення рівня спонтанної експресії

цикліну D1 та порушення циклін D1@залежної ре@

гуляції клітинного циклу лімфоцитів ПК після ак@

тивації мітогеном. Підвищення рівня експресії

цикліну D1 супроводжувалося збільшенням пулу

клітин з тетраплоїдним набором ДНК (S@фаза) і

подальшим надмірним виходом клітин у G2/М@фа@

зу клітинного поділу. Дані зміни найбільш виражені

у підгрупі осіб, опромінених у дозі D > 500 мЗв.

Після індукції проліферації мітогеном відносний

рівень цикліну D1 у лімфоцитах ПК учасників ЛНА

на ЧАЕС мав тенденцію до зниження. Кількість

клітин у S@ та G2/М@фазах клітинного циклу нез@

начно підвищувалась. Такі тенденції простежували@

ся у підгрупах опромінених у дозах 10 < D < 100 мЗв

та D > 500 мЗв. В учасників ЛНА на ЧАЕС, опромі@

нених у дозі 100 < D < 500 мЗв, рівень експресії

цикліну D1 після мітогенної стимуляції практично

не змінювався, рівень клітин у S@фазі знижувався,

проте кількість клітин у G2/М@фазі активного

поділу помітно підвищувалась. Це є ознакою ско@

рочення S@фази, що може призводити до неефек@

тивної репарації та надлишку пошкоджених клітин

у G2/М@фазі клітинного циклу. Водночас, підви@

щення у цій групі індукованого числа суб@G0/G1

клітин може свідчити про помилки активації з

елімінацією ушкоджених клітин шляхом апоптозу.

Отже, у віддаленому періоді після опромінення,

за умов гіперекспресії цикліну D1, існує ризик не@

ter was found in comparison with control group and

spontaneous level (Table 4).

Thus, increase the level of spontaneous cyclin D1

expression and a violation of cyclin D1@dependent

regulation of cell cycle of PB lymphocytes after acti@

vation by mitogen were found in Chornobyl clean@

up workers. An increase the level of cyclin D1

expression is accompanied by an increase pool of

cells with a tetraploid DNA (S@phase) and subse@

quent excessive release of cells into the G2/M@phase

of cell division. These changes are most pronounced

in subgroup with a radiation dose of D > 500 mSv.

The relative level of cyclin D1 in PB lymphocytes of

Chornobyl clean@up workers after induction of prolif@

eration by mitogen tended to decrease. The number

of cells in S@ and G2/M@phases of cell cycle insignifi@

cant increased. Such tendencies can be observed in

subgroups with a radiation dose of 10 < D < 100 and

D > 500 mSv. The level of cyclin D1 expression after

mitogenic stimulation practically did not change,

the level of cells in S@phase decreased, but number

of cells in G2/M@phase of active division increased

markedly in exposed Chornobyl clean@up workers

at a dose of 100 < D < 500 mSv. This is a sign of

S@phase reduction, which can lead to inefficient

repair and an excess of damaged cells in G2/M@

phase of cell cycle. At the same time, an increase in

the induced number of G0/G1 cells in this group may

indicate activation errors with elimination of dam@

aged cells by apoptosis.

Thus, there is a risk of uncontrolled proliferation

of lymphocytes, possibly early oncogenesis under

Група / Group
Показник клітинного циклу, % / Parameters of cell cycle, %

Sub#G0/G1 G0/G1 S G2/М

Контроль / control спонтанно / spontaneous 0,7 ± 1,0 82,4 ± 13,6 6,5 ± 5,2 1,3 ± 2,0
ФГА / PHA 0,6 ± 0,7 79,3 ± 12,1 11,3 ± 7,8** 3,1 ± 2,0**

10 < D < 100 мЗв / mSv спонтанно / spontaneous 1,0 ± 1,6 76,5 ± 20,7 13,3 ± 14,6* 4,5 ± 8,2
ФГА / PHA 1,7 ± 1,8 72,5 ± 24,0 16,1 ± 12,2 10,6 ± 16,6

100 < D < 500 мЗв / mSv спонтанно / spontaneous 1,4 ± 2,4 76,8 ± 20,9 11,9 ± 12,8* 4,5 ± 9,8
ФГА / PHA 6,0 ± 19,0 78,8 ± 26,4 9,1 ± 8,1 10,1 ± 25,4

D > 500 мЗв / mSv спонтанно / spontaneous 0,8 ± 1,2 78,0 ± 17,1 11,9 ± 11,1* 5,2 ± 10,4*
ФГА / PHA 1,0 ± 1,4 72,1 ± 30,0 13,4 ± 12,8 13,5 ± 28,7

Примітки: * – р < 0,05 порівняно з контрольною групою; ** – р < 0,05 порівняно зі спонтанним рівнем.
Notes: * – р < 0,05 vs the control group; ** – р < 0,05 vs the spontaneous level.

Таблиця 4

Показники клітинного циклу спонтанного та мітогенQіндукованого рівнів лімфоцитів ПК учасників ЛНА
на ЧАЕС залежно від дози опромінення, (M ± SD) 

Table 4

Parameters of cell cycle of spontaneous and mitogenQinduced level of PB lymphocytes in Chornobyl cleanQup
workers depending on the radiation dose, (M ± SD)



conditions of cyclin D1 overexpression in a remote

period after radiation exposed. An additional evi@

dence of high proliferative potential of PB lympho@

cytes of Chornobyl clean@up workers is accumula@

tion of lymphocytes in S@phase, followed by an

excessive level of actively proliferating cells in the

G2/M@phase of cell cycle. On the other hand, a

delay in cell cycle within the G1/S@checkpoint, a

reduction in S@phase after mitogen induction is a

manifestation of lymphocyte genome instability and

depend on the radiation dose.

CONCLUSIONS
1. Increase spontaneous level of cyclin D1 and dis@

turbance of cyclin D1@dependent regulation of cell

cycle of PB lymphocytes after mitogen activation is

found in Chornobyl clean@up workers in a remote

period after radiation exposure.

2. Increase in the spontaneous number of cells in S@

and G2/M@phases of cell cycle was found in

Chornobyl clean@up workers, which is evidence of

an increased proliferative activity of PB lymphocytes

in response to endogenous stimuli. These changes

are most pronounced in the subgroup exposed at a

dose of D > 500 mSv.

3. Revealed parallel changes in the cyclin D1 expression

and the progression of PB lymphocytes through the cell

cycle phases with an increase in the expression of cyclin

D1 in the subgroups of Chornobyl clean@up workers

with a higher radiation dose and decreased mitogen@

induced expression with accumulation of cells in G2/M

phase, could be a manifestation of genome instability of

lymphocyte in a remote period after radiation exposure.

4. Obtained results confirm the hypothesis about the

significance of cyclin D1 expression levels as criteria for

manifestations of genome instability and risks of onco@

genesis in a remote period after radiation exposure.
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контрольованої проліферації лімфоцитів, можли@

во, раннього онкогенезу. Додатковим доказом ви@

сокого проліферативного потенціалу лімфоцитів

ПК учасників ЛНА на ЧАЕС є накопичення

лімфоцитів в S@фазі з подальшим надмірним

рівнем активно проліферуючих клітин у G2/M@фазі

клітинного циклу. З іншого боку, після мітогенної

індукції визначено затримку клітинного циклу у

межах G1/S контрольної точки, скорочення S@фа@

зи, що є проявом нестабільності геному лімфо@

цитів та має зв’язок з дозою опромінення.

ВИСНОВКИ
1. У віддалений період після опромінення, в учас@

ників ЛНА на ЧАЕС встановлено підвищення спон@

танного рівня цикліну D1 і порушення циклін D1@за@

лежної регуляції клітинного циклу лімфоцитів ПК

після активації мітогеном.

2. В учасників ЛНА на ЧАЕС встановлено підви@

щення спонтанної кількості клітин в S@ та G2/M@

фазах клітинного циклу, що є свідченням підвище@

ної проліферативної активності лімфоцитів ПК у

відповідь на ендогенні стимули. Дані зміни

найбільш виражені у підгрупі осіб, опромінених у

дозі D > 500 мЗв.

3. Виявлені паралельні зміни експресії цикліну D1

і просування лімфоцитів ПК по фазах клітинного

циклу зі збільшенням екпресії цикліну D1 у підгру@

пах учасників ЛНА з більшою дозою опромінення

та зниженою мітоген@індукованою експресією з

накопиченням клітин у G2/M@фазі, що може бути

проявом нестабільності геному лімфоцитів у відда@

леному періоді після опромінення.

4. Отримані результати підтверджують гіпотезу що@

до значення рівнів експресії цикліну D1 як кри@

теріїв проявів нестабільності геному та ризиків он@

когенезу у віддаленому періоді після опромінення.

Фінансування дослідження

Робота виконана у рамках планової НДР «Вивчен@
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