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З’ясовано, що менадіон викликає зміни параметрів слиновиділення: 
початкове зростання швидкості слиновиділення, зростання концентрації 
білка та кальцію у секретованій слині. Проте довготривале введення мена-
діону у концентраціях 5, 10 і 50 мкмоль/л спричиняло поступове й вираже-
не зниження концентрації білка та кальцію у секретованій слині. З іншого 
боку, активація холінергічної системи викликала зростання усіх досліджу-
ваних параметрів слиновиділення, проте таке зростання не досягало рівня 
активації при дії лише пілокарпіну. На основі отриманих даних ми зроби-
ли висновок, що менадіон-індуковані зміни функціонування підщелепної 
слинної залози опосередковані змінами хоча б однієї ланки сигнального 
шляху холінергічної системи. Показано, що in vitro менадіон викликав зме-
ншення концентрації сумарного кальцію. Виявлені зміни функціонування 
ацинарних клітин підщелепної слинної залози, найімовірніше, опосередко-
вані змінами Са2+ гомеостазу. Проведений електронно-мікроскопічний 
аналіз внутрішньої структури ацинарних клітин показав порушення струк-
тури мембрани мітохондрій, що, очевидно, зумовлене їх кальцієвим пере-
вантаженням. Виявлені морфофункціональні зміни мітохондрій, на нашу 
думку, лежать в основі розвитку Са2+-залежного порушення функціонуван-
ня ацинарних клітин підщелепної слинної залози за умов менадіон-
індукованого апоптозу. 

Ключові слова: підщелепна слинна залоза, слина, Са2+ гомеостаз, менадіон, 

апоптоз. 

Порушення процесів перебігу внутрішньоклітинного Ca2+ гомеостазу, викликане 

тривалими періодами клітинної активності або підвищенням інтенсивності стимуляції 

клітин, може передувати розвиткові клітинного апоптозу та некрозу [22, 32]. Для багатьох 

типів клітин показано, що процесові клітинного апоптозу передує дегрануляція клітин. 

Процес дегрануляції супроводжується припиненням процесу синаптичної передачі у збу-

дливих клітинах [8, 11] та екзоцитозу у незбудливих клітинах [15]. Припускається, що 

індуктором дегрануляції клітин є підвищення утворення активних форм кисню (ROS), що 

також опосередковується змінами внутрішньоклітинної кальцієвої сигналізації. Так, 

Guérin-Marchand et al. [19] показали, що H2O2 порушує перебіг внутрішньоклітинної каль-

цієвої сигналізації, викликаної як фізіологічною, так і нефізіологічною стимуляцією не-

збудливих клітин [5, 34]. Незважаючи на це, ефекти ROS на внутрішньоклітинну кальціє-

ву сигналізацію та механізм ROS-індукованого порушення процесу екзоцитозу залиша-

ється нез’ясованим. Враховуючи, що H2O2 не лише діє як ROS зовнішньоклітинно, але 

його ефект проявляється і всередині клітин, важко виділити специфічні ефекти ROS на 
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функціонування клітин. Щоби уникнути небажаного додаткового ефекту, ми використо-

вували менадіон на заміну H2O2. Як відомо, менадіон (2-метил-1,4-нафтокуінон) – синте-

тичне похідне вітаміну K1 [14, 29]. Менадіон перетворюється за допомогою NAD(P)H: 

хіноноксидоредуктаза (NQOR) у клітині синтезує гідрохінон з використанням NAD(P)H. 

Після цього гідрохінон окислюється молекулярним киснем і супероксидом, внаслідок 

чого утворюється О2. Таким чином, використання менадіону дає можливість досліджува-

ти трансдукцію сигналів у клітинах без участі зовнішньоклітинних ROS. 

Забір слини з проток підщелепної слинної залози. Слину, що продукувалася 

підщелепною слинною залозою, відбирали з використанням скляних канюль із діамет-

ром носика 1,0–1,5 мм за раніше описаною методикою [1]. Перевагою даного методу є 

можливість проводити дослідження кількісного та якісного складу слини, що продуку-

ється та виводиться підщелепною слинною залозою щурів in vivo, а відтак дає змогу 

проаналізувати функціональну активність клітин досліджуваної залози [1]. Слід заува-

жити, що експерименти ми проводили між 10 та 11-ю годинами дня з метою уникнення 

впливу циркадних ритмів. Після внутрішньоочеревинної ін’єкції тваринам суміші кета-

міну (100 мг/кг маси) та лістенону (0,05 мл/кг) тварин фіксували у дорзально-

вентральному положенні на хірургічному столику. Слину відбирали за допомогою мік-

роканюль, впритул підведених до проток залози у ротовій порожнині. Виділення слини 

підщелепною слинною залозою оцінювали за такими параметрами: швидкість слинови-

ділення, концентрація білка та кальцію. Швидкість слиновиділення розраховували як 

об’єм слини, що виділяється залозою за 1 год у перерахунку на 1 кг маси тварини. Кон-

центрацію білка у слині визначали за методом Лоурі, концентрацію кальцію – з викори-

станням металохромного барвника арсеназо ІІІ. 

Ізолювання ацинарних клітин підщелепної слинної залози. In vitro досліджен-

ня впливу менадіону на внутрішньоклітинний гомеостаз кальцію та секреторну актив-

ність залози проводили на ізольованих ацинарних клітинах підщелепної слинної залози 

самців щурів лінії Wistar віком 2 місяці. Клітини ізолювали з тканини залози після її 

ферментативної обробки у базовому зовнішньоклітинному розчині, який містив колаге-

назу (тип І, 320 mU/mg), за методикою, описаною раніше [1]. Базовий зовнішньоклітин-

ний розчин містив (у ммоль/л): NaCl – 140, KCl – 4,7, CaCl2 – 1,3, MgCl2 – 1,0, гідрокси-

етилпіперазин–N–2–етансульфонова кислота (HEPES) – 10, глюкоза – 10, рН=7,4. 

Електронна мікроскопія. Для дослідження внутрішньої структури ацинарних клі-

тин до і після обробки менадіоном попередньо фіксували ізольовані ацинарні клітини під-

щелепної слинної залози у 1,5% розчині тетраокису осмію (OsO4) та какодилатному буфері 

(рН=7,2) протягом 2–2,5 год при 4°С. Після цього зразки тричі промивали какодилатним 

буфером. Зневоднення зразків проводили з використанням етилового спирту зростаючої 

концентрації (50, 70, 90 та 98%) протягом 30 хв у кожному випадку. Надалі зразки перено-

сили в пропіленоксид на 10–15 хв, після чого поміщали в суміш пропіленоксиду та смоли 

„Епон-812”, яку згодом заміняли на чисту смолу – етап формування брикетів. У такому ви-

гляді зразки полімеризували протягом 2 діб при температурі 60°С. Зрізи ацинарних клітин 

(товщиною 40–60 нм) виготовляли на ультрамікротомі УМТП 6М за допомогою алмазного 

ножа „ДІАТОМ”. Зрізи контрастували за методом Рейнолдса [30]. Аналіз і фотографування 

зразків проводили з використанням  електронно-трансмісійного мікроскопа ТЕМ-100. 

Статистичний аналіз. Результати досліджень піддавали варіаційно-статистичній 

обробці за Стьюдентом з використанням програмного пакета Microsoft Excel, вибірку 

даних з критерієм Р<0,05 приймали за статистично достовірні. 
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Вплив менадіону на функціональні відповіді підщелепної слинної залози. 

Нами показано, що швидкість нестимульованого слиновиділення підщелепною слин-

ною залозою за контрольних умов становила в середньому 1,31±0,21 мл/кг/год, концен-

трація білка та кальцію у секретованій слині − 0,44±0,05 та 0,28±0,03 ммоль/л (n=10), 

відповідно. Одержані величини показників слиновиділення узгоджуються із такими, що 

одержані нами раніше [2], та даними інших авторів [5]. 

Згідно з даними інших авторів, менадіон у концентрації 20 мкмоль/л викликає 

розвиток апоптичних і некротичних змін в ізольованих панкреацитах [18], а у дослі-

дженнях, проведених на гепатоцитах, з метою індукувати апоптичні та некротичні змі-

ни застосовували менадіон у концентрації 80 мкмоль/л [13]. Крім того, в експериментах 

на лімфоцитах з’ясовано, що менадіон починає проявляти свій деструктивний ефект на 

секреторну активність клітин вже у концентрації 5–10 мкмоль/л, що проявляється у ви-

раженій дегрануляції цитоплазми клітин [20]. Дані щодо дії менадіону на функціональні 

відповіді клітин слинних залоз і, зокрема, підщелепної відсутні. Щоб з’ясувати ефект 

менадіону на функціональні відповіді підщелепної слинної залози, ми проводили внут-

рішньоочеревинну ін’єкцію тваринам менадіону в концентраціях 5, 10, 50 мкмоль/л. 

У першій серії експериментів тваринам проводили внутрішньоочеревинну ін’єк-

цію 5 мкмоль/л менадіону. Відбір слини проводили через 1 та 24 год. Через 24 год про-

водили наступну ін’єкцію менадіону. У кожному випадку ін’єкціям передував відбір 

слини, після якого повторно вводили менадіон. Ми показали, що через 1 год після пер-

шого введення менадіону (5 мкмоль/л) відбувалося зростання швидкості слиновиділен-

ня в середньому на 20±2% (n=5, р<0,01, рис. 1). За даних умов концентрація білка та 

кальцію у секретованій слині зменшувалась у середньому на 20±7% (n=5, р<0,05, рис. 1) 

та 65±4% (n=5, р<0,001, рис. 1) відповідно. 
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Рис. 1. Зміни показників слиновиділення підщелепною слинною залозою щурів під впливом мена-
діону (5 мкмоль/л). Експерименти проведені in vivo на наркотизованих тваринах (n=5). За 
віссю показники нормалізовані до контролю. * – p<0,05; ** – p<0,01;*** – p<0,001. Зіроч-
ками вказано рівень достовірності змін порівняно з контролем. Стовпчики, з’єднані лінія-
ми, вказують на достовірність змін між окремими ефектами менадіону. 
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Після другої (24 год) ін’єкції менадіону (5 мкмоль/л) ми спостерігали подальше 

зростання швидкості нестимульованого слиновиділення, яке становило 46±12% (n=5, 

p<0,01, рис. 1) порівняно з контролем та 21 ±9% (n=5, p>0,05, рис. 1) порівняно з ефектом 

першої ін’єкції менадіону. При цьому концентрація білка у секретованій слині після дру-

гої ін’єкції менадіону зменшувалася на 22±6% (n=5, p<0,05, рис. 1) порівняно з контро-

лем, але достовірно не відрізнялася від ефекту першої ін’єкції менадіону. Концентрація 

кальцію у секретованій слині після другої ін’єкції менадіону зменшувалася на 80±4% 

(n=5, p<0,001, рис. 1) порівняно з контролем та на 43±9% (n=5, p<0,01, рис. 1) порівняно з 

ефектом першої ін’єкції менадіону. 

Після третьої (48 год) ін’єкції менадіону ми спостерігали виражене зменшення 

швидкості нестимульованого менадіонового слиновиділення в середньому на 35±4% 

(n=5, p<0,01, рис. 1) порівняно з контролем та на 54±6% (n=5, p<0,01, рис. 1) порівняно 

з ефектом другої ін’єкції менадіону. За цих умов відбувалося зменшення концентрації 

білка в слині у середньому на 30±4% (n=5, p<0,01, рис. 1) щодо контролю та не спосте-

рігалося достовірних змін щодо ефекту другої ін’єкції менадіону. Концентрація кальцію 

у секретованій слині зменшувалася на 52±11% (n=5, p<0,05, рис. 1) порівняно з контро-

лем і не відрізнялася від такої після другої ін’єкції менадіону. 

Після четвертої (72 год) ін’єкції менадіону (5 мкмоль/л) не спостерігалося пода-

льшого зменшення швидкості нестимульованого слиновиділення порівняно з ефектом 

третього введення менадіону, хоча величина даного показника була меншою за контро-

льні значення в середньому на 28±5% (n=5, p<0,01, рис. 1). Концентрація кальцію у сек-

ретованій слині не відрізнялася від такої після третьої ін’єкції менадіону та на 86±5% 

(n=5, p<0,001, рис. 1) була меншою за контрольні значення. Концентрація білка не відрі-

знялася від ефекту третьої ін’єкції менадіону та на 41±9% (n=5, p<0,01, рис. 1) була мен-

шою за контроль. Таким чином, первинний ефект менадіону пов’язаний зі зростанням 

швидкості нестимульованого слиновиділення, хоча зміни білкового й електролітного 

складу секретованої слини зазнають протилежних змін. Враховуючи, що рівень нести-

мульованого слиновиділення за фізіологічних умов є незначним і регулюється концент-

рацією кальцію у цитоплазмі клітин у стані спокою (тобто без стимуляції) [14, 26], ви-

явлені зміни можуть свідчити про підвищення базального рівня Са2+ у нестимульованих 

ацинарних клітин – процес, який одержав назву кальцієве перевантаження [6]. Слід 

зазначити, що процес кальцієвого перевантаження виявлено в багатьох типах клітин за 

патологічних умов. Припускається, що таке перевантаження і є ймовірною причиною 

виснаження пулу секреторних гранул (дегрануляції клітин), що проявляється у первин-

ному зростанні інтенсивності секреції. Зокрема, перевантаження цитоплазматичним 

кальцієм виявлено у клітинах слинних залоз за умов цукрового діабету [16, 31], преси-

наптичних нервових закінченнях нейронів дорзальних рогів спинного мозку за умов 

розвитку діабетичної нейропатії [21] та периферичному запаленні [33], в β-клітинах 

підшлункової залози за умов інсулінзалежного й інсуліннезалежного діабету [27], лім-

фоцитах при розвитку гострого алергічного синдрому, клітинах слинних залоз при роз-

витку автоімунних захворювань [4, 35]. Ми припускаємо, що зменшення рівня секреції 

білкового й електролітного складу слини на початкових етапах введення менадіону ві-

дображає порушення гомеостазу кальцію всередині внутрішньоклітинних депо кальцію – 

таких, як ендоплазматичний ретикулум і мітохондрії, оскільки саме функціонування 

цих органел визначає інтенсивність перебігу синтезу та процесингу секреторних білків і 

ефективність секреції електролітів [24, 26]. Якщо висловлена нами ідея про початкову 
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менадіон-індуковану дегрануляцію ацинарних клітин є вірною, то це повинно супрово-

джуватися протилежними ефектами при продовженні введення менадіону. Крім того, 

при тривалому перевантаженні клітин цитоплазматичним кальцієм слід очікувати не 

лише кальцій-залежного виснаження пулу секреторних везикул, але і подальшого пору-

шення гомеостазу кальцію всередині ендоплазматичного ретикулуму та мітохондрій, 

викликане поступовим розвитком (слідом за тривалим цитоплазматичним) кальцієвого 

перевантаження. І справді, нами було виявлено зменшення значень усіх досліджуваних 

параметрів за умов тривалого введення менадіону, хоча зміни білкового вмісту слини 

були найменш вираженими (рис. 1). 

Незважаючи на важливу роль нестимульованого слиновиділення у попередженні 

розвитку сухості ротової порожнини та периодонтологічних захворювань, основною фун-

кцією досліджуваної залози є секреція великої кількості слини за умов підвищення тонусу 

парасимпатичної нервової системи. Цей ефект на слиновиділення опосередковується ак-

тивацією М-холінорецепторів [15, 28] при дії принципового медіатора – ацетилхоліну, що 

вивільняється закінченнями парасимпатичних нервових волокон [4]. Враховуючи це, ми 

припустили, що менадіон може модифікувати цей сигнальний шлях, який буде супрово-

джуватися змінами стимульованого слиновиділення. Для перевірки цього у наступній 

серії експериментів тваринам проводили ін’єкцію 5 мкмоль/л менадіону кожні 24 год, 

після відбору нестимульованої слини, через 3 год проводили ін’єкцію пілокарпіну і відби-

рали пілокарпін-стимульовану слину. Попередньо нами показано [2], що внутрішньооче-

ревинна ін’єкція пілокарпіну у розрахунку 2 мг/кг маси тварини викликала істотне поси-

лення слиновиділення, що проявлялось у збільшенні швидкості слиновиділення в серед-

ньому у 3 рази, при цьому концентрація білка у секретованій слині достовірно не зміню-

валась, а концентрація кальцію зростала в середньому у 4,5 разу. 

Нами показано, що через 24 год після першої ін’єкції менадіону зміни показників 

нестимульованого слиновиділення були аналогічними до виявлених у попередній серії 

експериментів. Проте з’ясувалося, що у присутності менадіону відбувається драматичне 

зменшення стимулюючого ефекту пілокарпіну на швидкість слиновиділення. Зокрема, 

через 24 год після першої ін’єкції менадіону стимулюючий ефект пілокарпіну на швид-

кість слиновиділення становив лише 12±5% (n=5, р<0,05, рис. 2) від такого у контролі. 

На противагу цьому, у присутності менадіону проявлявся стимулюючий ефект пілокар-

піну на концентрацію білка у секретованій слині (42±6%, n=5, р<0,01, рис. 2), чого не 

спостерігалось за контрольних умов (рис. 2). У випадку із впливом на концентрацію 

кальцію стимулюючий ефект пілокарпіну зростав і становив 149±34% (n=5, р<0,05, 

рис. 2) від такого у контролі. 

Після другої ін’єкції менадіону стимулюючий ефект пілокарпіну щодо його сти-

мулюючого ефекту у контролі становив 53±4% (n=5, р<0,05, рис. 2) у випадку швидкос-

ті слиновиділення. Стимулюючий ефект пілокарпіну на концентрацію білка продовжу-

вав спостерігатись (на відміну від контролю) і становив 116±34% (n=5, р<0,01, рис. 2). 

Стимулюючий ефект пілокарпіну на концентрацію кальцію у слині становив 465±37% 

(n=5, р<0,05, рис. 2) порівняно з контролем. Після третьої ін’єкції менадіону стимулюю-

чий ефект пілокарпіну щодо його стимулюючого ефекту у контролі становив 83±8% 

(n=5, р<0,05, рис. 2) у випадку швидкості слиновиділення та 670±126% (n=5, р>0,05, 

рис. 2) у випадку концентрації кальцію у слині. 

Слід зазначити, що збільшення кількості ін’єкцій менадіону мало кумулятивний 

вплив на стимулюючий ефект пілокарпіну. Так, після першої (24 год), другої (48) та 
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третьої (72 год) ін’єкцій стимулюючий ефект пілокарпіну на швидкість слиновиділення 

становив 36±18% (n=5, р<0,05, рис. 2), 156±15% (n=5, р<0,001, рис. 2) та 246±23% (n=5, 

р<0,001, рис. 2) порівняно з менадіоновим нестимульованим контролем. Концентрація 

кальцію у даному випадку зростала у 6, 19 та 28 разів порівняно з менадіоновим нести-

мульованим контролем. Проте слід наголосити, що стимулюючий ефект пілокарпіну на 

зміни концентрації білка у секретованій слині проявлявся на 24 та 48-му год і зникав на 

72-гу год після введення менадіону (рис. 2). 

Ймовірно, що такий характер змін зумовлений кумулятивним пригнічувальним 

ефектом менадіону на нестимульоване слиновиділення (рис. 1, 2). Ми припускаємо, що 

зменшення швидкості слиновиділення у даному випадку є наслідком порушення внутрі-

шньоклітинного кальцієвого гомеостазу насамперед у цитоплазмі клітин. З іншого боку, 

драматичне зростання концентрації кальцію у секретованій слині може свідчити про 

функціональні наслідки як тривалого цитоплазматичного перевантаження кальцієм, так 

і збільшення пасивного вивільнення кальцію із ендоплазматичного ретикулуму та міто-

хондрій ненормованим зростанням у них концентрації кальцію. Відомо, що накопичен-

ня кальцію у мітохондріях призводить до відкривання неспецифічної пори перемінного 

проникнення та істотного зростання швидкості вивільнення кальцію із мітохондрій [12]. 

Останнє буде посилювати цитоплазматичне перевантаження кальцієм, призводити до 

зменшення клітинних запасів АТФ, що, у свою чергу, супроводжуватиметься нагрома-

дженням кальцію в секреторних везикулах [18] та порушенням роботи Са2+-АТФ-аз 

плазматичної мембрани й ендоплазматичного ретикулуму [10]. 

Таким чином, одержані нами дані показують зниження стимулюючого ефекту 

активації М-холінорецепторів на швидкість слиновиділення за умов введення менадіо-

ну. Хоча, з іншого боку, нами виявлено підвищення рівня потенціації слиновиділення 

при тривалому введенні менадіону, що може відображати активацію внутрішньоклітин-

них протекторних механізмів в ацинарних клітинах. Ми припускаємо, що і в цьому ви-

падку в основі виявлених змін лежить порушення перебігу процесів кальцієвої сигналі-
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Рис. 2. Зміни показників слиновиділення підщелепною слинною залозою щурів під впливом піло-
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котизованих тваринах (n=5). За віссю показники нормалізовані до контролю. * – p<0,05; ** 
– p<0,01;*** – p<0,001. Зірочками вказано рівень достовірності змін порівняно з контро-
лем. Стовпчики, з’єднані лініями, вказують на достовірність змін між окремими ефектами 
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зації як у цитоплазмі, так і у внутрішньоклітинних депо кальцію. Останнє базується на 

тому, що кінетика агоніст-індукованих кальцієвих транзиєнтів і відповідна їй часова 

динаміка секреторної активності визначається взаємодією між процесами вивільнення 

кальцію з ендоплазматичного ретикулуму, депо-керованого надходження кальцію, АТФ-

залежного його захоплення в ендоплазматичний ретикулум та виведення через плазма-

тичну мембрану. З іншого боку, кожен із цих процесів регулюється мітохондріями, чия 

кальцій-акумулююча функція зазнає істотних змін у присутності менадіону, як було 

показано на багатьох інших об’єктах [27]. 

Для детальнішого аналізу виявлених змін ми провели дослідження впливу мена-

діону на пілокарпін-стимульоване слиновиділення протягом кількох годин після ін’єк-

ції. Одержані дані свідчать, що введення пілокарпіну через 3 год після ін’єкції менадіо-

ну (5 мкмоль/л) призводило до зменшення стимулюючого ефекту пілокарпіну на швид-

кість слиновиділення на 19±3% (n=5, р<0,05) порівняно з його стимулюючим ефектом у 

контролі у випадку концентрації кальцію у слині – стимулюючий ефект пілокарпіну 

становив 12±4% (n=5, р<0,05) від такого у контролі (рис. 3). При цьому стимулюючого 

ефекту пілокарпіну на концентрацію білка у слині не спостерігалось (рис. 3). 

З іншого боку, стимулюючий ефект пілокарпіну після введення менадіону стано-

вив 58±5% (n=4, р<0,001, рис. 3) на швидкість слиновиділення, 5±15% (n=5, р<0,05, рис. 

3) на концентрацію білка у слині та 52±16% (n=5, р<0,05) на концентрацію кальцію у 

секретованій слині порівняно з нестимульованим менадіоновим контролем. 

Таким чином, одержані дані свідчать про те, що дисфункція підщелепної слинної 

залози розвивається вже протягом перших годин після однократного введення менадіо-

ну. Останнє дає змогу зробити висновок про високу чутливість досліджуваної залози до 

менадіону, а також про порушення під впливом менадіону функціонування М-

холінорецепторів. 
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Рис. 3. Зміни показників слиновиділення підщелепною слинною залозою щурів під впливом піло-
карпіну (2 мг/кг) на фоні менадіону (5 мкмоль/л). Експерименти проведені in vivo на нар-
котизованих тваринах (n=5). За віссю показники нормалізовані до контролю. * – p<0,05; ** 
– p<0,01;*** – p<0,001. Зірочками вказано рівень достовірності змін порівняно з контро-
лем. Стовпчики, з’єднані лініями, вказують на достовірність змін між окремими ефектами 
менадіону. 

Швидкість Білок Кальцій 

П
о

к
аз

н
и

к
и

, 
н

о
р

м
ал

із
о

в
ан

і 
д

о
 к

о
н

тр
о

л
ю

 



137 Н. Гричан, О. Копач, Н. Федірко 

 

 

У наступній групі експериментів ми вивчали ефект внутрішньоочеревинної ін’єкції 

менадіону (10 мкмоль/л) на параметри слиновиділення підщелепною слинною залозою. З 

метою дослідити пролонгованість ефектів менадіону здійснювали його хронічне введення 

(ін’єкцію менадіону проводили кожні 3 дні). Схема досліду передбачала, що кожного разу 

внутрішньоочеревинній ін’єкції менадіону передував відбір нестимульованої слини. Оде-

ржані дані свідчать, що через 3 дні після першої ін’єкції менадіону відбувалося зростання 

швидкості нестимульованого слиновиділення в середньому на 186±33% (n=5, р<0,05, рис. 

4), зменшення концентрації білка у слині в середньому на 60±9% (n=5, р<0,01, рис. 4) та 

зростання концентрації кальцію у секретованій слині в середньому на 146±47% (n=5, 

р<0,05, рис. 4) порівняно з контролем. 

Після другої ін’єкції менадіону (6 доба) відбувалося зростання швидкості нести-

мульованого слиновиділення на 85±15% (n=5, р<0,05, рис. 4) порівняно з контролем та 

її зменшення на 51±9% (n=5, р<0,05, рис. 4) порівняно з ефектом менадіону після пер-

шої ін’єкції. При цьому ми спостерігали зменшення концентрації білка у слині на 

49±12% (n=5, р<0,05, рис. 4) щодо контролю та відсутність достовірних змін даного 

показника щодо ефекту менадіону після першого його введення. За таких умов концент-

рація кальцію у секретованій слині зростала на 130±25% (n=5, р<0,05, рис. 4) порівняно 

з контролем і зменшувалася порівняно з ефектом менадіону після першої його ін’єкції 

на 116±3% (n=5, р<0,01, рис. 4). Однак після третьої (9 день) ін’єкції менадіону ми спо-

стерігали достовірне зменшення швидкості слиновиділення 14±2% (n=5, р<0,01, рис, 4) 

до контролю та на 117±3% (n=5, р<0,01, рис. 4) порівняно з ефектом менадіону після 

другого його введення. За таких умов відбувалося зменшення концентрації кальцію у 

секретованій слині на 16±3% (n=5, р<0,01, рис. 4) порівняно з контролем і на 116±30% 

(n=5, р<0,05, рис. 4) порівняно з ефектом менадіону при попередньому його введені. За 

даних умов ми не спостерігали достовірних змін концентрації білка порівняно з ефек-

том менадіону на 6-ту добу, проте даний показник зменшувався на 52±3% (n=5, р<0,01, 

рис. 4) порівняно з контролем. 
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Рис. 4. Зміни показників слиновиділення підщелепною слинною залозою щурів під впливом мена-
діону (10 мкмоль/л). Експерименти проведені in vivo на наркотизованих тваринах (n=5). За 
віссю показники нормалізовані до контролю. * – p<0,05; ** – p<0,01;*** – p<0,001. Зіроч-
ками вказано рівень достовірності змін порівняно з контролем. Стовпчики, з’єднані лінія-
ми, вказують на достовірність змін між окремими ефектами менадіону. 
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З рис. 4 видно, що подібна тенденція спостерігалася після четвертої ін’єкції мена-

діону (12-та доба). Тобто одержані дані свідчать, що збільшення концентрації менадіону 

призводить до того, що стабілізація його ефектів на досліджувані параметри слиновиді-

лення спостерігається значно пізніше, ніж у разі введення 5 мкмоль/л (3 доба порівняно 

з 12-ю добою див. рис. 1 і 4). 

Для дослідження ефекту хронічного введення менадіону на агоніст-стимульоване 

слиновиділення у подальшій серії експериментів тваринам проводили ін’єкції менадіо-

ну (10 мкмоль/л) що три доби. Відбір слини проводили на 18-ту добу, після чого твари-

нам вводили пілокарпін (2 мг/кг). Нами показано, що на 18-ту добу після хронічного 

введення менадіону стимулюючий ефект пілокарпіну становив 455±33% (n=5, р<0,05, 

рис. 5) на швидкість слиновиділення, при цьому концентрація білка у слині достовірно 

не змінювалась, та 85±17% (n=5, р<0,05, рис. 5) на концентрацію кальцію у слині порів-

няно зі стимулюючим ефектом пілокарпіну у контролі. З іншого боку, ми показали, що 

пілокарпін-стимульована швидкість слиновиділення на 18-й день після введення мена-

діону в середньому зростала у 13 разів (n=5, р<0,01, рис. 5) щодо нестимульованого ме-

надіонового слиновиділення. За таких умов концентрація білка у секретованій слині 

достовірно не змінювалася. Концентрація кальцію у слині зростала у 3,5 разу (n=5, 

р<0,001, рис. 5) порівняно з нестимульованим менадіоновим контролем. 

Таким чином, менадіон у концентрації 10 мкмоль/л (як і у випадку ін’єкції твари-

нам 5 мкмоль/л менадіону) призводив до зменшення стимулюючого ефекту пілокарпі-

ну. На основі отриманих результатів можна висловити припущення, що введення твари-

нам менадіону призводить до порушення перебігу принаймні однієї з ланок М-
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Рис. 5. Зміни показників слиновиділення підщелепною слинною залозою щурів під впливом піло-
карпіну (2 мг/кг) на фоні менадіону (10 мкмоль/л). Експерименти проведені in vivo на нар-
котизованих тваринах (n=5). За віссю показники нормалізовані до контролю. * – p<0,05; ** 
– p<0,01;*** – p<0,001. Зірочками вказано рівень достовірності змін порівняно з контро-
лем. Стовпчики, з’єднані лініями, вказують на достовірність змін між окремими ефектами 
менадіону. 
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холінорецептор → кальцієва сигналізація у цитоплазмі → кальцієва сигналізація у внут-

рішньоклітинних кальцієвих депо → секреція рідинного та ферментного складу слини. 

У наступній групі експериментів ми вивчали ефект введення менадіону у концен-

трації 50 мкмоль/л на функціональні відповіді досліджуваних клітин. 

Через 1 год після ін’єкції менадіону у концентрації 50 мкмоль/л ми спостерігати 

зростання швидкості нестимульованого слиновиділення на 35±5% (n=5, р<0,01, рис. 6), 

зменшення концентрації білка в середньому на 36±3% (n=5, р<0,001, рис. 6) і зростання 

концентрації кальцію у секретованій слині в середньому на 121±3% (n=5, р<0,001, 

рис. 6) щодо нестимульованого контролю.  

Тобто викликані менадіоном зміни показників слиновиділення, які спостерігали-

ся через 1 год після ін’єкції, були подібними до ефектів, викликаних менадіоном 5 

мкмоль/л, що підтверджує нашу гіпотезу про однонаправленість дії менадіону та на 

високу чутливість до даної речовини підщелепної слинної залози. З іншого боку, ми 

з’ясували, що через три години після введення тваринам менадіону спостерігалося дра-

матичне зменшення швидкості слиновиділення, яке становило 70±2% (n=5, р<0,001, 

рис. 6) порівняно з контролем та 78±2% (n=5, р<0,001, рис. 6) до ефекту менадіону че-

рез 1 год після ін’єкції. При цьому ми спостерігали незначне, але достовірне зменшення 

концентрації білка у секретованій слині – 22±6% (n=5, р<0,05, рис. 6) порівняно з конт-

ролем. Ми з’ясували, що через три години після введення тваринам менадіону спостері-

галося драматичне зменшення концентрації кальцію у секретованій слині, яке станови-

ло 89±3% (n=5, р<0,001, рис. 6) порівно з контролем та 95±2% (n=5, р<0,001, рис. 6) до 

ефекту менадіону через 1 год після ін’єкції. Таким чином, менадіон у високих концент-

раціях викликає найбільш виражений ефект на секрецію рідинного й електролітного 

компонентів слини. Такий ефект проявляється вже на ранніх стадіях після введення ме-

надіону (3 год), хоча при введенні менадіону у нижчих концентраціях аналогічного ха-
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Рис. 6. Зміни показників слиновиділення підщелепною слинною залозою щурів під впливом 
менадіону (50 мкмоль/л). Експерименти проведені in vivo на наркотизованих тваринах 
(n=5). За віссю показники нормалізовані до контролю. * – p<0,05; ** – p<0,01;*** – 
p<0,001. Зірочками вказано рівень достовірності змін порівняно з контролем. Стовпчики, 
з’єднані лініями, вказують на достовірність змін між окремими ефектами менадіону. 
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рактеру зміни ми спостерігали. Оскільки зміни концентрації білка у секретованій слині 

у даній серії експериментів були найменш виражені, ми припускаємо, що ймовірно че-

рез 3 год після введення, незалежно від дози менадіону, не спостерігається істотних 

порушень внутрішньоретикулярного кальцієвого гомеостазу. 

З метою з’ясувати, чи виявлені нами ефекти менадіону на параметри слиновиді-

лення зумовлені прямим пошкоджуючим ефектом на функціонування залози, чи додат-

ковими механізмами, вводили менадіон (10 мкмоль/л) безпосередньо у кожну часточку 

залози. Для цього після наркотизування тварин тактильно відшукували часточки залози 

і вводили менадіон. Ін’єкцію проводили кожні три доби. Отримані дані свідчать, що на 

третю добу після першої ін’єкції менадіону швидкість слиновиділення та концентрація 

кальцію збільшилися на 90±8% (n=5, р<0,05, рис. 7) та 122±40% (n=5, р<0,05, рис. 7) 

відповідно порівняно з контролем. При цьому концентрація білка у секретованій слині 

достовірно не змінювалась. 

На 6-ту добу ми спостерігали зростання швидкості слиновиділення порівняно з 

контролем на 110±9% (n=5, р<0,05, рис. 7) та на 10±1% (n=5, р<0,05, рис. 7) щодо ефек-

ту менадіону, зумовленого першим його введенням. Вміст білка при цьому зростав у 

середньому на 67±8% (n=5, р<0,05, рис. 7) порівняно з контролем та на 140±37% (n=5, 

р<0,05, рис. 7) щодо даних, отриманих після першої ін’єкції менадіону. Концентрація 

кальцію у досліджуваній слині на 6-ту добу зростала в середньому на 85±25% (n=5, 

р>0,05, рис. 7) щодо контрольних значень і не зазнавала достовірних змін порівняно з 

ефектом першої ін’єкції менадіону. На 9-ту добу ми спостерігали зростання швидкості 

слиновиділення на 56±2% (n=5, р<0,05, рис. 7) щодо контролю та зменшення цього по-

казника на 24±3% (n=5, р>0,05, рис. 7) порівняно з ефектом менадіону після другої його 

ін’єкції. Концентрація секретованого білка у слині зростала щодо контролю на 30±4% 

(n=5, р<0,05, рис. 7) та не зазнавала достовірних змін порівняно з даними, отриманими 

Рис. 7. Зміни показників слиновиділення підщелепною слинною залозою щурів за умов ін’єкції 
менадіону (10 мкмоль/л) в кожну часточку залози. Експерименти проведені in vivo на нар-
котизованих тваринах (n=5). За віссю показники нормалізовані до контролю. * – p<0,05; ** 
– p<0,01;*** – p<0,001. Зірочками вказано рівень достовірності змін порівняно з контро-
лем. Стовпчики, з’єднані лініями, вказують на достовірність змін між окремими ефектами 
менадіону. 
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після другої ін’єкції менадіону. Концентрація кальцію у досліджуваній слині на 9-ту 

добу не відрізнялася від значень контролю, проте достовірно зменшувалася порівняно з 

ефектом менадіону при його попередньому введенні в середньому на 55±8% (n=5, 

р<0,05, рис. 7). На 12-ту добу ми не спостерігали достовірних змін швидкості слинови-

ділення ні порівняно з контролем, ні порівняно зі значеннями, отриманими при введенні 

менадіону на 9-ту добу. За аналогічною тенденцією змінювалася концентрація білка у 

секретованій слині. Зменшення концентрації кальцію у слині на 12-ту добу спостеріга-

лося порівняно з контролем на 54±7% (n=5, р<0,05, рис. 7). При порівняні цих даних до 

ефекту менадіону після його ін’єкції на 9-ту добу достовірних змін концентрації каль-

цію не спостерігалось. Таким чином, зміни параметрів слиновиділення, викликаних вве-

денням менадіону безпосередньо у тканину залози, були аналогічними до таких, викли-

каних його внутрішньоочеревинним введенням. 

Вплив менадіону на сумарний вміст кальцію та секрецію білка in vitrо. Для 

перевірки нашого припущення про порушення під впливом менадіону внутрішньоклі-

тинних механізмів, які підтримують внутрішньоклітинний гомеостаз кальцію у стані 

спокою та стимуляції М-холінорецепторів, нами було проведено інкубацію ацинарних 

клітин у зовнішньоклітинному розчині з менадіоном і без. Нами показано, що після 10 

хв інкубування ізольованих ацинарних клітин з менадіоном (10 мкмоль/л) у кальційвмі-

сному зовнішньоклітинному середовищі відбувалося зменшення сумарного вмісту каль-

цію в ацинарних клітинах у середньому на 35±9% (n=6, р<0,01, рис. 8,А). 

Збільшення тривалості інкубації клітин з менадіоном до 30 хв призводило до 

більш вираженого зменшення вмісту кальцію, яке становило 47±7% (n=5, р<0,01, 

рис. 8,А). Крім того, нами встановлено, що інкубування ацинарних клітин з менадіоном 

(10 мкмоль/л) у безкальцієвому зовнішньоклітинному розчині з ЕГТА (1 ммоль/л) про-

тягом 30 хв викликало зменшення сумарного вмісту кальцію в середньому на 65±7% 

(n=5, р<0,001, рис. 8, Б) порівняно з контролем. Таким чином, менадіон викликав змен-

шення сумарного вмісту кальцію у досліджуваних клітинах практично однаковою мі-

рою за умов як кальційвмісного, так і безкальцієвого середовища. Останнє дає нам змо-

гу зробити висновок про те, що менадіон-індукований апоптоз супроводжується змен-
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Рис. 8. Зміни концентрації сумарного кальцію в ацинарних клітинах підщелепної слинної залози 
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шенням вивільнення кальцію із ендоплазматичного ретикулуму, як це було показано 

для панкреацитів [18]. 

Вплив менадіону на внутрішню структуру ацинарних клітин підщелепної 

слинної залози. Додаткове свідчення ролі мітохондрій у менадіон-індукованих змінах 

функціонування ацинарних клітин підщелепної слинної залози ми отримали з викорис-

танням методу електронної мікроскопії [3]. На рис. 9 представлено електронно-

мікроскопічні зображення ультраструктури ацинарних клітин (мітохондріальна фрак-

ція) у контролі та після інкубування клітин із менадіоном in vitro. Як видно із рис. 9, А в 

ацинарних клітинах є мітохондрії овальної форми, які розташовані переважно у базола-

теральній частині клітин. Довжина мітохондрій становить від 375 нм до 1000 нм (n=6). 

За контрольних умов у мітохондріях добре розвинені кристи, що свідчить про нормаль-

ний функціональний стан цих органел. Ми показали, що інкубування ацинарних клітин 

підщелепної слинної залози у зовнішньоклітинному розчині з менадіоном призводило 

як до змін стану самих мітохондрій, так і до змін їхньої форми (рис. 9, Б, В, Г). Як видно 

з рис. 9, після дії менадіону мітохондрії мають менший розмір (від 120 до 240 нм, n=6). 

Крім цього зменшується кількість крист, які, у свою чергу, не мають чітких обрисів. 

Рис. 9. Електронна мікрофотографія мітохондрій ацинарних клітин підщелепної слинної залози за 
умов інкубації у зовнішньоклітинному розчині без менадіону (А) та з менадіоном (Б, В, Г). 
Збільшення 4 000 разів. 

А Б
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Слід зауважити, що цитоплазма у таких клітин сильно вакуолізована. Такі мор-

фологічні та функціональні зміни мітохондрій пояснюють тим, що активатори мітохон-

дріальної пори перехідного проникнення, в тому числі і кальцій, спричиняють набря-

кання мітохондрій, розрив внутрішньомітохондріальної мембрани та вихід у цитоплаз-

му проапоптичних сполук [12, 17]. 

Таким чином, виявлені нами зміни слиновиділення свідчать про високу чутли-

вість функціональної активності клітин підщелепної слинної залози до ROS-індукуючих 

агентів, зокрема менадіону. Крім того, ми показали, що в основі порушення слиновиді-

льної функції при дії менадіону, найбільш ймовірно, лежать зміни перебігу процесів 

внутрішньоклітинної кальцієвої сигналізації (як агоніст-індукованої, так і за умов не-

стимульованого слиновиділення). Ми постулюємо, що в основі виявлених змін слино-

виділення та кальцієвого гомеостазу лежить порушення кальцій-транспортних функцій 

мітохондрій і відповідно посилення вивільнення кальцію із мітохондрій, що супрово-

джується кальцієвим перевантаженням секреторних клітин і пригніченням секреції біл-

ково-електролітного складу слини. Останнє підтверджується даними електронно-

мікроскопічного аналізу внутрішньої структури мітохондрій, який показав істотні мор-

фологічні зміни структури мітохондрій після дії менадіону. 

____________________ 
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We showed that initial effect of menadion includes potentiation of saliva-
tion rate, secretion of proteins and calcium. However, increasing the time or 
number of intraperitoneal injections of menadione (5, 10, and 50 µM) dramatic 
decrease of protein and calcium concentration in secreted saliva. On the other 
hand, in the presence of menadione, activation of M-cholinoreceptors leads to 
increase in the salivation rate and proteine secretion but this stimulating effect 
was much less pronounced compare to control. We also showed the ability of 
menadione to decrease of total cellular calcium content both in calcium contain-
ing and calcium-free media. Taking together these data allow us to conclude that 
menadion-induced changes in functioning of submandibular salivary gland are 
mediated by changes in the intracellular calcium homeostasis and involve altera-
tion of M-cholinoreceptor function. Electron-microscopic analysis of inner 
structure of acinar cells showed substantial disturbance of mitochondrial mem-
brane structure that may be due to development of calcium overloaded. We sug-
gest that changes in mitochondria morpho-functional state underlies the calcium
-dependent nature of menadione-induced salivary cell disfunction.  

Key words: submandibular salivary gland, saliva, Ca2+-homeostasis, manadione, 

apoptosis. 
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