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В настоящей работе дана сравнительная оценка состояния карбонилирования белков с определением
резервно-адаптационного потенциала и анализом доли первичных и вторичных маркеров окислитель-
ного повреждения белков, возникающего в митохондриях, полученных из эпидидимиса крыс при
окислительном стрессе, вызванном гипергомоцистеинемией и L-NAME-опосредованном ингибиро-
вании NO-синтаз. Продемонстрировано, что усиление окислительной модификации митохондриаль-
ных белков под влиянием высокого уровня гомоцистеина сопровождается снижением концентрации
метаболитов NO (II) и сходно с изменениями, вызванными введением неселективного ингибитора
NO-синтаз – L-NAME. Эти изменения сопровождаются признаками вторичной митохондриальной
дисфункции в виде уменьшения активности сукцинатдегидрогеназы, Н+-ATPase, лактатдегидрогена-
зы, увеличения уровня лактата и снижения содержания карнитина. При этом выраженность измене-
ний исследуемых параметров различалась в митохондриях тканей головки и хвоста придатка яичка
крыс. В головке эпидидимиса наблюдались метаболические сдвиги, связанные с изменением биоэнер-
гетических процессов – увеличение концентрации митохондриального лактата, при одновременном
уменьшении активности лактатдегидрогеназы, сукцинатдегидрогеназы и Н+–ATPase митохондрий. В
тканях хвоста отмечались эффекты, которые носили в большей степени защитный характер и были на-
правлены на поддержку его функциональной активности в условиях окислительного стресса.
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По итогам работ последних лет, посвященных
изучению механизмов редокс-регуляции, становит-
ся все более очевидным значение функционального
статуса митохондрий как фактора, имеющего кри-
тическое значение для процессов гаметогенеза,
оплодотворения и последующего эмбриогенеза [1,
2]. Способность митохондрий генерировать актив-
ные формы кислорода (АФК) неотделима от их
энергопродуцирующей функции, при этом моду-
ляция образования АФК происходит при участии
оксида азота (NO) (II) [3]. Установлено, что по-
средством влияния на дыхательную цепь NO (II)
вовлечен во множество регуляторных каскадов,
определяющих функциональный статус митохон-
дрий [3]. Данное обстоятельство позволяет предпо-
ложить, что редокс-регуляция, т.е. регуляция, осу-
ществляемая активными формами кислорода
(АФК) и активными формами азота (АФА), пред-

ставляет собой новое перспективное направление
в репродуктивной медицине для изучения на фун-
даментальном уровне нарушений фертильности и
процессов оплодотворения, а также поиска точек
приложения для терапевтической коррекции нару-
шений фертильности [1, 4, 5]. При этом потреб-
ность в исследованиях данного направления под-
черкивают результаты крупных статистических ис-
следований, демонстрирующих тенденцию к
увеличению выявляемости случаев бесплодия во
всем мире, в том числе идиопатических форм, в ле-
чении которых значительную роль играет антиок-
сидантная терапия [6, 7].

Среди возможных факторов, связанных с нару-
шением редокс-регуляции в репродуктивных орга-
нах, вызывает интерес уровень гомоцистеина. Так,
R.J. Aitken и соавт. было продемонстрировано, что
пациенты с диагностированным бесплодием при
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отсутствии дефицита фолатов имели повышенный
уровень гомоцистеина в сперме [8]. При этом уве-
личение содержания гомоцистеина было ассоции-
ровано с возрастанием продукции АФК митохон-
дриями сперматозоидов.

Гомоцистеин – это непротеиногенная, серосо-
держащая аминокислота, которая может синтези-
роваться из метионина путем деметилирования.
Первым возможным продуктом данного пути ме-
таболизма метионина является образование S-аде-
нозилметионина (SАМ), реакция катализируется
ферментом метионинаденозилтрансферазой [9].
Большинство молекул SАМ, синтезируемых из ме-
тионина, используются в качестве донора метиль-
ной группы в реакциях трансметилирования, таких
как метилирование нуклеиновых кислот, фосфо-
липидов, гистонов, биогенных аминов и белков
[10]. В итоге образуется S- аденозилгомоцистеин
(SАН), который впоследствии гидролизуется с уча-
стием S-аденозил-L-гомоцистеингидролазы до го-
моцистеина и аденозина [11]. Уровень гомоцистеи-
на будет зависеть от трех ферментативных реакций:
1) одна часть гомоцистеина превращается в метио-
нин путем трансметилирования с участием метио-
нинсинтазы с использованием N5-метил-тетрагид-
рофолиевой кислоты в качестве донора метильной
группы и витамина В12 (метилкобаламина) как ко-
фактора фермента; 2) гомоцистеин также может
быть реметилирован при участии фермента бета-
ин-гомоцистеин-S-метилтрансферазы, где доно-
ром метильных групп выступает бетаин, образую-
щийся у человека из холина, поступающего с пи-
щей. Данный путь преобладает в печени и почках;
3) гомоцистеин может метаболизироваться путем
транссульфирования с образованием цистеина.
Также альтернативным путем превращения гомо-
цистеина является образование его тиолактона под
действием метионил-тРНК-синтетазы [12].

В предыдущей работе нами было установлено,
что как накопление гомоцистеина, так и примене-
ние неселективного ингибитора синтаз оксида азо-
та (II) – L-NAME, сопровождалось снижением
концентрации метаболитов NO (II) не только в сы-
воротке крови, но и в митохондриальной фракции
гомогенатов тканей легких у крыс. При этом инду-
цированный системный дефицит синтеза NO (II)
был ассоциирован с окислительным повреждени-
ем митохондрий и развитием вторичной митохон-
дриальной дисфункции в различных тканях у крыс
[13].

Таким образом, представляется интересным
изучение адаптивных механизмов, активация ко-
торых способна предупреждать дефицит синтеза
NO (II) в митохондриях в условиях стресса. Среди
подобных механизмов обращает на себя внимание
карнитиновый гомеостаз, тесно связанный как
биоэнергетическими процессами митохондрий,
так и с продукцией NO (II) [14, 15].

Наибольшая концентрация L-карнитина зафик-
сирована в эпидидимисе, где протекают процессы
созревания и поддержания жизнеспособности уже
сформированных сперматозоидов [16]. Сообщается,
что эпидидимальная дисфункция, связанная с нару-
шением формирования микроокружения для спер-
матозоидов, может являться существенным факто-
ром мужского бесплодия [17]. В этой связи изучение
показателей карнитинового гомеостаза и окисли-
тельного стресса различных отделов эпидидимиса в
условиях воздействия стрессоров позволит оценить
значение L-карнитина для реализации адаптивных
реакций митохондрий [18].

Таким образом, мы поставили цель – дать срав-
нительную оценку процессов карбонилирования
белков, биоэнергетики, уровня карнитина и ме-
таболитов NO (II) в митохондриях эпидидимиса
крыс при окислительном стрессе, индуцирован-
ном тяжелой формой гипергомоцистеинемии и
L-NAME – опосредованном ингибировании
NO-синтаз.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Исследование выполнено на крысах-самцах ли-

нии Wistar. Эксперименты с животными проведе-
ны в соответствии с “Европейской конвенцией о
защите позвоночных животных, используемых для
экспериментальных и других научных целей”
(Страсбург, 1986), приказом Министерства здраво-
охранения и социального развития Российской
Федерации от 23 августа 2010 г. № 708н “Об утвер-
ждении правил лабораторной практики” и поло-
жениями Биоэтической комиссии ФГБОУ ВО
РязГМУ Минздрава России (Протокол № 16,
06.11.2018). Животные содержались в стандартных
условиях вивария, для кормления они получали су-
хой корм “Чара” (“Ассортимент-Агро”, Россия),
содержащий 0.7% метионина-цистина в пересчете
на сухое вещество, все витамины группы B, в том
числе B6 – 28 мг/кг, B9 – 64 мг/кг, B12 – 0.13 мг/кг.

Минимальный размер выборки рассчитывался
со статистическим допущением о 5%-й альфа
ошибке и 95% доверительным интервалом, прини-
мая частоту снижения метаболитов NO (II) сыво-
ротки по меньшей мере на 33% и с учетом ГОСТ Р
ИСО 5479-2002, где минимальным количеством
наблюдений для расчета непараметрической ста-
тистики считается 8 животных [13, 19].

Экспериментальные животные были поделены
на 5 групп:

1-ю группу (n = 8) животных составляли крысы с
тяжелой гипергомоцистеинемией (>100 мкмоль/л),
для этого животным в течение 21 дня внутрижелу-
дочно (через зонд) вводили 25% суспензию метио-
нина в дозе 1.5 г метионина (“Sigma-Aldrich”,
США) на 1 кг массы тела 2 раза в сутки; дополни-
тельно вместо питьевой воды крысы получали 1%
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водный раствор метионина при свободном доступе
к поилкам [20]. Крысы 2-й группы (n = 8) служили
контролем для 1-й группы и по аналогичной схеме
получали суспензионную основу, в состав которой
входили: вода, твин-80 (ЗАО “Вектон”, Россия) и
крахмал (ЗАО “Вектон”, Россия). Поилки для этих
животных наполняли обычной питьевой водой.
В пищевой рацион данной группы метионин не
включался [20]. 3-я группа (n = 8) – животным еже-
дневно 1 раз в сутки в течение 7 дней внутрибрю-
шинно вводили раствор метилового эфира Nω-нит-
ро-L-аргинина (L-NAME, “Sigma-Aldrich”,
США), приготовленный на физиологическом рас-
творе в дозе 25 мг/кг [21]. Крысам 4-й группы (n = 8)
по аналогичной схеме – L-NAME в дозе 200 мг/кг
[22]. Животные 5-й группы (n = 8) служили контро-
лем для 3-й и 4-й групп и получали вместо L-NAME
физиологический раствор.

Выведение животных из эксперимента осу-
ществлялось утром до приема пищи под эфирным
рауш-наркозом при сохраненном дыхании и серд-
цебиении путем обескровливания пересечением
брюшной аорты. После этого извлекали эпидиди-
мис, промывали его в среде, содержащей 0.25 М са-
харозу, 0.001 М ЭДТА и 0.05 М трис-буфер, рН 7.4.
Митохондриальную фракцию выделяли путем
дифференциального центрифугирования. К части
суспензии митохондрий добавляли тритон X-100 в
конечной концентрации 0.02% для разрушения
мембран. Все описанные выше процедуры прово-
дили при температуре не выше 4°С. В дальнейшем
для анализа использовали:

– сыворотку крови, в которой определяли кон-
центрацию общего гомоцистеина и метаболитов
NO (II);

– митохондриальную фракцию с разрушенны-
ми мембранами (с добавлением детергента тритон
X-100), где оценивали количество окислительно-
модифицированных белков (ОМБ), концентра-
цию метаболитов NO (II), лактат, L-карнитин, ак-
тивность ферментов лактатдегидрогеназы (ЛДГ) и
супероксиддисмутазы (СОД);

– митохондриальную фракцию с неразрушен-
ными мембранами (без добавления детергента), в
которой определяли активности Н+-АТФазы и
сукцинатдегидрогеназы (СДГ).

Концентрацию общего гомоцистеина опреде-
ляли иммуноферментным анализом с помощью
коммерческого набора (“Axis Shield”, Великобри-
тания), содержание белка – методом Лоури с помо-
щью набора реактивов (“Экосервис”, Россия),
суммарный уровень нитратов и нитритов (NOx) –
метаболитов NO (II), – фотоколориметрическим
методом с использованием реактива Грисса и хло-
рида ванадия (III) на анализаторе StatFax 3200
(Awareness Technology, США) в модификации
В.А. Метельской и Н.Г. Гумановой [23]. Концен-
трацию молочной кислоты измеряли лактатокси-

дазным методом с использованием набора (“Di-
asys”, ФРГ) на анализаторе StatFax 1900+ (Aware-
ness Technology, США), активность
сукцинатдегидрогеназы (СДГ) – спектрофотомет-
рическим методом по реакции восстановления
гексацианоферрата (III) калия на спектрофотомет-
ре СФ-2000 (Россия) [24].

Активность лактатдегидрогеназы (ЛДГ) опреде-
ляли по снижению концентрации NADH в реак-
ции восстановления пирувата с помощью коммер-
ческого набора (“Diasys”, ФРГ) на анализаторе
StatFax 1900 + (Awareness Technology, США), ак-
тивность Н+-ATPase – измеряя содержание неор-
ганического фосфата методом Боданского после
остановки реакции с использованием фотоколори-
метра КФК-3-01 ЗОМЗ (Россия) [25].

Общую активность митохондриальной суперок-
сиддисмутазы (СОД) оценивали по торможению
реакции аутоокисления кверцетина с использова-
нием фотоколориметра КФК-3-01 ЗОМЗ (Россия)
[26].

Уровень окислительно-модифицированных
белков (ОМБ) оценивали методом Levine в моди-
фикации Дубининой. Окисление белков под дей-
ствием свободных радикалов приводит к образова-
нию в них карбонильных групп, фрагментации и
агрегации белковых молекул. Эти необратимые
модификации способны повлиять на функциони-
рование белков. Определение карбонильных про-
изводных аминокислотных остатков в белках явля-
ется информативным методом изучения их окис-
лительной модификации, так как эти производные
являются стабильными конечными продуктами
окисления протеинов [27]. Анализ количества кар-
бонильных производных проводили на спектрофо-
тометре СФ-2000 (Россия), с последующим пере-
расчетом площади под кривой абсорбции света
[27]. Общее количество продуктов спонтанной
окислительной модификации белков выражали в
условных единицах (S СП ОМБ – площадь под
кривой спектра поглощения спонтанно окислен-
но-модифицированных белков) [27]. Кроме общей
площади под кривой абсорбции света рассчитыва-
ли количество 2.4-динитрофенилгидразонов аль-
дегидных (АДНФГ) и кетопроизводных (КДНФГ)
аминокислот нейтрального и основного характера.
Параллельно определению спонтанной ОМБ про-
водили определение металл-индуцированного
окисления с помощью реакции Фентона, служив-
шее показателем максимально возможного окисли-
тельного повреждения белковых молекул, которое
принималось за 100%. Затем рассчитывали резерв-
но-адаптационный потенциал окислительного по-
вреждения митохондриальных белков (S ОМБ,
СП/МК), который выражали в % как отношение
спонтанной ОМБ (S СП ОМБ) к металл-индуци-
рованной ОМБ. Чем ниже доля продуктов спон-
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танного окисления (S СП ОМБ), тем выше резерв-
но-адаптационный потенциал (РАП ОМБ) [27].

Концентрацию карнитина в митохондриях тка-
ней эпидидимиса крыс определяли на анализаторе
StatFax 3200 (Awareness Technology, США) по мето-
ду L. Wan и R.W. Hubbard, основанному на образо-
вании свободного KoASH, реагирующего неэнзима-
тически с 5.5-дитиобис-2-нитробензоатом (DTNB) с
образованием окрашенного 5-тио-2-нитробензоата,
интенсивность окраски которого измеряли спектро-
фотометрически при λ = 410 нм [28].

Статистическую обработку результатов прово-
дили с помощью Statistica 10.0 (StatSoft Statistica,
США). Построение графиков осуществляли, ис-
пользуя GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software,
США). Иллюстрацию создавали с помощью ин-
тернет-ресурса BioRender.com. Соответствие выбо-
рок нормальному распределению проверяли с ис-
пользованием критерия Шапиро–Уилка. Распре-
деление отличалось от нормального, в связи с чем
для выявления различий между независимыми
группами использовали критерий Краскела–Уол-
лиса и критерий Манна–Уитни с поправкой Бон-
феррони для множественных сравнений или кри-
терий Манна–Уитни при сравнении 2 групп. Уро-
вень отличий рассматривался как статистически
значимый при вероятности нулевой гипотезы об
отсутствии различий p < 0.05 [19].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

При моделировании тяжелой формы гиперго-
моцистеинемии (ГГЦ) обнаруживалось статисти-
чески значимое снижение суммарных метаболитов
NO (II) (NOx), а также значительное повышение
концентрации гомоцистеина в сыворотке крови
(рис. 1).

Для анализа воздействия гипергомоцистеине-
мии и недостатка генерации NO (II) на процессы
свободно-радикального окисления белков в мито-
хондриях клеток эпидидимиса были исследованы
количество окисленно-модифицированных ами-
нокислотных остатков в белках и активность СОД,
так как ее активность в митохондриях обеспечива-
ет сохранение биодоступности NO (II) [29].

Окисление белков под действием АФК приводит
к формированию в них карбонильных групп, фраг-
ментации и агрегации белковых молекул. Карбо-
нильные производные аминокислотных остатков в
белках являются стабильными конечными продук-
тами их окисления, что делает определение проте-
инов информативным методом изучения ОМБ.

Анализ общей площади под кривой абсорбции
света показал, что в группе животных, получавших
метионин, наблюдалось увеличение общего коли-
чества карбонильных производных белков в мито-
хондриях, как в головке, так и в хвосте эпидидимиса.
Данные изменения, по-видимому, свидетельствова-

Рис. 1. (a) Концентрация метаболитов NO (II) (NOx) и (b) гомоцистеина (Hcy) в сыворотке крови исследуемых групп жи-
вотных.
Примечание: * – различия групп при р < 0.05; ** – различия групп при p < 0.01, *** – различия групп при p < 0.001. Значе-
ния представлены как Me[Q1; Q3].
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ли об усилении окислительного повреждения бел-
ков и развитии окислительного стресса.

При этом доля первичных (АДНФГ) и вторич-
ных маркеров (КДНФГ) в хвосте придатка яичка
статистически значимо не отличалась от группы
животных, которым вводили только суспензион-
ную основу. В головке эпидидимиса увеличивалась
доля кетонов, что могло приводить к агрегации бел-
ков и нарушению их нативной структуры (рис. 2).

Также в головке имело место увеличение доли
спонтанных окислительно-модифицированных
белков, что свидетельствовало о сниженной спо-
собности митохондрий к адаптации в условиях
окислительного стресса, вызванного метионино-
вой нагрузкой (табл. 1).

Одновременно наблюдалось усиление антиок-
сидантной защиты: активность СОД в митохон-
дриях гомогенатов тканей эпидидимиса возрастала в
головке в 3.35 и хвосте – в 3.37 раза, что, вероятно, от-
ражало их адаптацию к окислительному стрессу.

В группе животных с тяжелой гипергомоцисте-
инемией было выявлено снижение концентрации
суммарных метаболитов NO (II) в митохондриях

гомогената головки эпидидимиса относительно
контрольной группы, получавшей только суспен-
зионную основу.

В эксперименте было установлено, что сниже-
нию концентрации NOx в митохондриях придатка
яичка сопутствовало значительное уменьшение
общего уровня карнитина как в головке, так и хво-
сте эпидидимиса, за счет снижения доли свободно-
го карнитина.

Наряду со значительным уменьшением концен-
трации карнитина, критически необходимого для
поддержания β-окисления в митохондриях, отмеча-
лось снижение активности маркерных ферментов
биоэнергетических процессов (СДГ, Н+-ATPase) и
увеличение концентрации митохондриального
лактата как в хвосте, так и головке придатка яичка
крыс.

До недавнего времени образование лактата счи-
талось тупиковым путем метаболизма, однако, ис-
следования последних десятилетий продемонстри-
ровали, что лактат способен проникать в клетки
через систему челночных белков – монокарбокси-
латных транспортеров (MCT). При этом превра-

Рис. 2. Анализ площади под кривой спектра поглощения 2,4-динитрофенилгидразонов в головке и хвосте эпидидимиса в
исследуемых моделях.
Примечание: * – различия групп при р < 0.05, ** – различия групп при р < 0.01. Результаты приведены в е.о.п./мг белка.
Значения представлены как Me[Q1; Q3]. S ADNPH n (S АДНФГ н) – площадь под кривой нейтральных альдегиддинит-
рофенилгидразонов, S ADNPH b (S АДНФГ о) – площадь под кривой основных альдегиддинитрофенилгидразонов,
S KDNPH n (S КДНФГ н) – площадь под кривой нейтральных кетондинитрофенилгидразонов, S KDNPH b (S КДНФГ о) –
площадь под кривой нейтральных альдегиддинитрофенилгидразонов, S SP OMP (S СП ОМБ) – общая площадь под кри-
вой спектра поглощения окислительно-модифицированных белков. Head – анатомический отдел головки эпидидимиса,
Tail – анатомический отдел хвоста эпидидимиса.
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щение лактата в пируват и наоборот регулируется
специфическими изоформами лактатдегидрогена-
зы, образуя тем самым высоко адаптируемую мета-
болическую промежуточную систему [30]. Воз-
можно, увеличение концентрации лактата в дан-
ных условиях может служить маркером активации
адаптивных систем.

Поскольку моделирование гипергомоцистеине-
мии сопровождалась снижением как уровня мета-
болитов NO (II), так и содержания окисленно-моди-
фицированных белков в митохондриях эпидидими-
са, в нашей работе было решено сравнить паттерн
изменений функциональной активности митохон-
дрий с введением экспериментальным животным не-
селективного ингибитора NO-синтаз Nω-нитро-L-
аргинина метилового эфира (L-NAME) в дозах
25 мг/кг и 200 мг/кг [21, 22, 31].

В работе выявлено, что ингибирование NO-
синтаз в условиях модели L-NAME 25 мг/кг, как и
при ГГЦ сопровождается снижением уровня мета-
болитов NO, при назначении дозы L-NAME

200 мг/кг этот эффект был статистически значимо
более выражен (табл. 2).

При анализе расчета площадей под кривой аб-
сорбции света выявлено, что как при гипергомоци-
стеинемии, так и при L-NAME-индуцированном
дефиците NO (II) наблюдается статистически зна-
чимый прирост количества карбонильных произ-
водных нейтрального и основного характера как за
счет АДНФГ, так и за счет КДНФГ относительно
обеих контрольных групп (рис. 2).

Так, в группе с ГГЦ содержание спонтанно
окислительно-модифицированных белков в мито-
хондриях головки эпидидимиса составляло 379%, в
хвосте – 441% от уровня показателя контрольной
группы, в серии L-NAME 25 мг/кг – 186% и 131%
соответственно, с увеличением дозы L-NAME до
200 мг/кг возрастала и степень повреждения бел-
ков – 325 и 149% (табл. 1, табл. 3).

Однако в условиях метиониновой нагрузки
окислительная модификация белков в равной сте-
пени выявлена и в головке, и хвосте эпидидимиса.

Таблица 1. Изменения исследуемых показателей митохондрий головки и хвоста эпидидимиса при моделировании
тяжелой формы гипергомоцистеинемии, результаты представлены в виде Me [Q1; Q3]

Примечание: NOх – суммарные метаболиты оксида азота NO (II), ЛДГ – лактатдегидрогеназа, СОД – супероксиддисмутаза,
СДГ – сукцинатдегидрогеназа, СП/МК ОМБ – отношение количества спонтанно окислительно-модифицированных белков к
количеству металл-индуцированных окислительно-модифицированных белков (РАП ОМБ). Суспензионная основа – контроль
к группе животных с экспериментальной гипергомоцистеинемией; ГГЦ – группа животных с экспериментальной гипергомоци-
стеинемией.

Головка эпидидимис Хвост эпидидимис

Суспензионная 
основа (1), n = 8 ГГЦ (2), n = 8 Суспензионная 

основа (1), n = 8 ГГЦ (2), n = 8

NOх, мкмоль/мг белка 42.3 [37.8; 48.8] 31.1 [26.5 32.3]
р1–2 < 0.01

41.8 [30.7; 53.0] 43.2 [38.1; 44.3]
p1–2 > 0.05

Лактат, мкмоль/г белка 11.2 [10.3; 16.6] 29.6 [25.4; 31.2]
р1–2 < 0.001

10.9 [8.1; 16.5] 38.2 [27.4; 43.1]
р1–2 < 0.001

ЛДГ, ЕД/г белка 33.0 [25.5; 36.7] 19.2 [13.3; 25.6]
p1–2 < 0.05

21.1 [13.0; 27.5] 15.6 [13.0; 17.9]
р1–2 > 0.05

Карнитин общий, мкмоль/мг 
белка в пробе

89.6 [86.9;102.6] 24.9 [22.9; 26.0]
p1–2 < 0.001

85.2 [74.8; 94.1] 21.1 [20.9;24.5]
р1–2 < 0.001

Карнитин свободный, 
мкмоль/мг белка в пробе

46.4 [41.3;64.4] 13.5 [11.7; 15.2]
p1–2 < 0.001

48.2 [44.1; 54.7] 9.7 [9.0;10.8]
p1–2 < 0.001

Карнитин свободный/Карни-
тин общий

0.51[0.47;0.68] 0.53[0.52; 0.54]
p1–2 > 0.05

0.57 [0.53; 0.58] 0.45 [0.42;0.47]
p1–2 < 0.01

СДГ, нмоль сукцината/мг белка 
в мин

70.3 [32.7; 93.1] 20.8 [11.2; 24.5]
p1–2 < 0.01

56.4 [39.4; 93.6] 14.8 [10.0; 21.5]
p1–2 < 0.01

Н+-ATPase, мкмоль фосфата/ мг 
белка в час

26.2 [21.4; 44.4] 14.8 [11.5; 18.6]
p1–2 < 0.01

20.1 [15.5; 27.2] 9.5 [6.9; 11.1]
p1–2 < 0.010

СОД, УЕ/мг белка 1.7 [1.3; 2.1] 5.7 [3.6; 7.3]
p1–2 < 0.001

2.7 [1.9; 3.0] 9.1 [6.9; 10.8]
p1–2 < 0.01

S ОМБ, СП/МК, (РАП ОМБ), % 34.0 [30.5; 42.1] 80.7 [70.6; 90.4]
p1–2 < 0.001

42.6 [22.4; 51.1] 46.8 [44.3; 55.2]
p1–2 > 0.05
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При использовании ингибитора NOS в большей
степени данный показатель повышался в головке
придатка яичка при дозе 200 мг/кг (рис. 2).

Обнаруженное уменьшение резервно-адапта-
ционного потенциала в условиях L-NAME инду-
цированного дефицита NO, вероятно, демонстри-
рует сниженную способность митохондрий адап-
тироваться к условиям окислительного стресса.
При этом уровень активности СОД уменьшался
при назначении L-NAME как в дозе 25, так и в
200 мг/кг дозе (табл. 3).

При оценке содержания митохондриального
карнитина в условиях моделирования L-NAME в
обеих выбранных дозах в головке придатка яичка
была обнаружена динамика уменьшения содержа-
ния общего карнитина, как и при гипергомоцисте-
инемии. При этом в хвосте эпидидимиса уровень
общего карнитина не снижался, при статистически
значимом увеличении уровня свободного карнити-
на (рис. 3).

В условиях применения ингибитора L-NAME
25 мг/кг наблюдался схожий характер сдвигов по-
казателей биоэнергетики (СДГ, Н+-ATPase), что и

Таблица 2. Показатели метаболитов митохондрий головки и хвоста эпидидимиса при моделировании L-NAME ин-
дуцированного дефицита синтеза NO, результаты представлены в виде Me [Q1; Q3]

Примечание: NOх – суммарные метаболиты оксида азота NO (II). С учетом поправки Бонферрони на множественное сравнение
групп статистически значимым уровень отличий считался при p < 0.017.

Головка эпидидимис

Контроль (5), n = 8 L-NAME 25 (3), n = 8 L-NAME 200 (4), n = 8

NOх, мкмоль/мг белка 60.0 [49.3; 64.6]
p3–5 > 0.0167
p4–5 < 0.001

32.4 [21.1; 50.0] 22.7 [18.2; 25.8]
p3–4 > 0.05

Лактат, мкмоль/г белка 17.2 [14.2; 18.3]
p3–5 > 0.0167
p4–5 > 0.0167

22.7 [17.0; 33.9] 31.3 [19.3; 36.5]
p3–4 > 0.05

Карнитин общий, мкмоль/мг белка 132 [125; 141]
p3–5 < 0.0167

p4–5 < 0.01

98 [75; 103] 77 [73; 85]
p3–4 > 0.05

Карнитин свободный, мкмоль/мг белка 54.2 [46.7; 66.2]
p3–5 > 0.0167
p4–5 > 0.0167

77.3 [52.1; 84.1] 59.4 [41.4; 73.7]
p3–4 > 0.05

Карнитин свободный/Карнитин общий 0.43 [0.40; 0.49]
p3–5 < 0.001
p4–5 > 0.0167

0.77 [0.66; 0.80] 0.75 [0.60; 0.84]
p3–4 > 0.05

Хвост эпидидимиса
NOх, мкмоль/мг белка 70.7 [55.4; 112.0]

p3–5 < 0.001
p4–5 < 0.001

32.5 [17.8; 47.9] 28.0 [25.7; 37.0]
p3–4 > 0.05

Лактат, мкмоль/г белка 16.4 [12.2; 17.7]
p3–5 < 0.001
p4–5 < 0.001

28.5[26.3; 29.7] 35.1 [30.1; 37.3]
p3–4 > 0.0167

Карнитин общий, мкмоль/мг белка 110.0 [98.0; 120.0]
p3–5 > 0.0167
p4–5 > 0.05

106.7 [104.9; 117.5] 109.8 [92.2; 129.0]
p3–4 > 0.05

Карнитин свободный, мкмоль/мг белка 44.1 [37.5; 47.9]
р3–5 < 0.001
p4–5 < 0.01

83.9 [64.5; 101.1] 60.6 [53.0; 64.6]
р3–4 > 0.05

Карнитин свободный/Карнитин общий 0.41 [0.37; 0.43]
р3–5 < 0.001
р4–5 > 0.0167

0.77 [0.66; 0.84] 0.56 [0.47; 0.68]
р3–4 > 0.05
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в условиях модели L-NAME 200 мг/кг, а тенденция
изменения данных показателей была близка к та-
ковой при ГГЦ (табл. 4).

Концентрация молочной кислоты повышалась
в митохондриях хвоста эпидидимиса при экспери-
ментальном ингибировании NO-синтаз в обеих
выбранных дозах; в гомогенате ткани головки на-
блюдалось аналогичное статистически значимое
повышение только в дозе 200 мг/кг. При этом уве-
личение концентрации митохондриального лакта-
та сопровождалось более выраженным снижением
уровня митохондриальной ЛДГ. При ГГЦ мы уви-
дели статистически значимое увеличение уровня
лактата в хвосте эпидидимиса и уменьшение ак-
тивности ЛДГ в головке эпидидимиса.

Сравнивая исследуемые модели дефицита NO
(II), не было выявлено различий по выраженности
дефицита уровня NOx в митохондриях головки и
хвоста эпидидимиса, однако, были обнаружены
статистически значимые различия в изменении
уровня митохондриального карнитина (рис. 3).
Для модели тяжелой формы гипергомоцистеине-
мии было характерно значительное снижение со-
держания общего карнитина за счет свободной
фракции. При этом различия так же были связаны

с более высокой активностью H+-ATPase в модели
ГГЦ по сравнению с моделями L-NAME. Уровень
митохондриального лактата, активность СОД и
СДГ статистически значимо не отличались (рис. 4).

Характер изменений исследуемых показателей в
хвосте и головке придатка яичка показал схожий
паттерн изменений. При этом для митохондрий
хвоста эпидидимиса отмечались больший РАП
ОМБ и активность ЛДГ в модели ГГЦ, а для голов-
ки была характерна большая активность ЛДГ в
условиях модели L-NAME 25 мг/кг.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Недавние исследования показывают, что взаи-

модействие между гомоцистеином и митохондрия-
ми является сложным процессом, в котором ко-
нечные эффекты опосредованы активными фор-
мами кислорода. Было предложено несколько
механизмов окислительного стресса, индуциро-
ванного гомоцистеином, включая 1) прямое обра-
зование АФК путем аутоокисления гомоцистеина
в присутствии ионов переходных металлов, 2) ак-
тивацию окислительных систем и 3) ингибирова-
ние антиоксидантной защиты. В том числе гомо-

Таблица 3. Показатели окислительного стресса митохондрий головки и хвоста эпидидимиса при моделировании
L-NAME индуцированного дефицита синтеза NO (II), результаты представлены в виде Me [Q1; Q3]

Примечание: СОД – супероксиддисмутаза, СП ОМБ – уровень спонтанно окислительно-модифицированных белков, СП/МК
ОМБ – отношение количества спонтанно окислительно-модифицированных белков к количеству металл-индуцированных
окислительно-модифицированных белков (РАП ОМБ). С учетом поправки Бонферрони на множественное сравнение групп ста-
тистически значимым уровень отличий считался при p < 0.017.

Головка эпидидимис

Контроль (5), n = 8 L-NAME 25 (3), n = 8 L-NAME 200 (4), n = 8

СОД, ОЕ/мг белка 34.4 [32.7; 39.0]
p3–5 < 0.001
p4–5 < 0.001

3.8 [1.6; 10.0] 6.2 [4.5; 8.6]
p3–4 > 0.05

S СП ОМБ, е.о.п./мг белка 7.2 [6.2; 8.6]
p3–5 < 0.001
p4–5 < 0.001

13.4 [11.7; 14.5] 23.4 [13.9;
27.1]

p3–4 > 0.0167

S ОМБ, СП/МК (РАП ОМБ), % 33.1 [27.3; 46.1]
p3–5 < 0.01
p4–5 < 0.01

80.8 [62.2; 95.5] 76.7 [68.4; 86.7]
p3–4 > 0.05

Хвост эпидидимис
СОД, ОЕ/мг белка 30.9 [28.1; 43.7]

р3–5 < 0.001
p4–5 < 0.001

5.5 [4.0; 10.5] 5.4 [3.8; 9.1]
p3–4 > 0.05

S СП ОМБ, е.о.п./мг белка 7.1 [5.4; 8.1]
р3–5 < 0.01

p4–5 < 0.001

9.3 [8.1; 10.3] 10.6 [9.2; 12.1]
p3–4 > 0.05

S ОМБ, СП/МК (РАП ОМБ), % 41.1 [35.6; 47.2]
р3–5< 0.01
p4–5 < 0.01

64.4 [52.7; 72.1] 78.9 [75.6; 83.1]
p3–4 < 0.0167
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цистеин может изменять структуру и функцию
белков, путем их окислительной модификации,
однако, этот процесс остается практически не изу-
ченным [32].

Обнаруженное нами увеличение интенсивности
окислительной модификации белков и формиро-
вание окислительного стресса характерны для обе-
их видов экспериментальных моделей. Однако
L-NAME-индуцированный окислительный стресс,
помимо повышения продукции АФК, сопровож-
дался нарушением антиоксидантных защитных
механизмов, что выражалось в снижении активно-
сти СОД. При экспериментальной гипергомоци-
стеинемии активность данного фермента, наобо-
рот, повышалась, что, вероятно, смягчало послед-
ствия окислительного стресса в ткани придатка
яичка.

Основываясь на литературных данных, можно
предполагать, что снижение концентрации мета-
болитов NO, ассоциированное с тяжелой формой
гипергомоцистеинемии обусловлено одной из сле-
дующих возможных причин. Так как гомоцистеин
способствует окислению тетрагидробиоптерина –
кофактора NO-синтаз, это приводит к разобще-
нию субъединиц фермента, который является ди-
мером, и спонтанному синтезу кислородных ради-

калов с сопутствующим понижением продукции
NO (II) [33]. Увеличение уровня окислительно-мо-
дифицированных белков косвенно подтверждает
возможность этого механизма.

Кроме того, известно, что гомоцистеин ингиби-
рует фермент диметиларгининдиметиламиногид-
ролазу (DDAH), метаболизирующий природный
ингибитор NO-синтаз – асимметрический диме-
тиларгинин (АДМА) [34]. Также имеются данные о
способности гомоцистеина нарушать транспорт
аргинина, субстрата NO-синтаз через мембраны
[35].

Снижение уровня метаболитов NO (II) в мито-
хондриях головки и хвоста эпидидимиса при мети-
ониновой нагрузке было сопоставимо с таковым
под действием ингибитора NO-синтаз. При этом
большая доза L-NAME вызывала более выражен-
ные изменения исследуемых показателей. Это го-
ворит о важной роли нарушения метаболизма ок-
сида азота (II) под действием гомоцистеина в раз-
витии окислительного стресса.

В целом можно отметить и определенное сходство
изменений в энергетическом обмене эпидидимиса в
условиях гипергомоцистеинемии и L-NAME-инду-
цированного дефицита NO (II). И введение метио-
нина, и назначение раствора L-NAME вызывали

Рис. 3. Сравнение уровней метаболитов NO (II) (NOx) и фракций L-карнитина в моделях дефицита синтеза NO (II).
Примечание: * – статистически значимые отличия между исследуемыми группами при p < 0.017. Результаты представлены
в виде Me [Q1; Q3]. HHcy (ГГЦ) – группа с моделированием тяжелой гипергомоцистеинемии, L-NAME 25 – группа по-
лучавшая L-NAME в дозе 25 мг/кг, L-NAME 200 – группа, получавшая L-NAME в дозе 200 мг/кг. Head – анатомический
отдел головки эпидидимиса, Tail – анатомический отдел хвоста эпидидимиса.
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торможение процессов аэробного окисления в тка-
ни эпидидимиса, о чем свидетельствует снижение
активности СДГ, а также, возможно, и окислитель-
ного фосфорилирования, на что указывает умень-
шение активности Н+-ATPase.

Интересен тот факт, что как при эксперимен-
тальной модели ГГЦ, так и при L-NAME индуци-
рованном ингибировании NO-синтаз снижается
уровень митохондриального карнитина.

В условиях избыточного получения метионина
животными карнитин может принимать участие
в элиминации его избытка, через индукцию транс-
аминаз. Образующаяся при этом кетокислота
окисляется дегидрогеназным комплексом разветв-
ленных аминокислот до 3-метилтиопропионила,
который способен формировать короткоцепочеч-
ные ацилы с карнитином и удаляться из организма
через почки [36, 37]. За счет этого снижается сте-
пень выраженности гипергомоцистеинемии.

С помощью еще одного подобного механизма
действия L-карнитина возможно предотвращение
снижения концентрации метаболитов NO (II) в
условиях моделирования ГГЦ. Так, известно, что
увеличение S-аденозилметионин-зависимого ме-

тилирования белков способно приводить к увели-
чению продукции АДМА [38]. В условиях окисли-
тельного стресса, индуцированного гомоцистеи-
ном, лизосомальный протеолиз, связанный с
элиминацией поврежденных белков, будет способ-
ствовать высвобождению АДМА. Так как АДМА
наряду с путем, опосредованным DDAH, может
метаболизироваться в митохондриях при участии
фермента аланинглиоксальаминотрансферазы с
образованием α-кето-δ-(N,N′-диметилгуанидино)
валериановой кислоты (DMGV) [36–39]. Данный
промежуточный продукт может быть подвергнут
воздействию декарбоксилазы разветвленных кето-
кислот с образованием γ-(N,N′-диметилгуаниди-
но)бутановой кислоты (DMGB), который при уча-
стии карнитин-ацилтрансферазы II способен об-
разовывать эфиры карнитина, которые в
дальнейшем элиминируются почками с мочой [40].

DDAH-1 и DDAH-2 могут инактивироваться в
условиях повышенной концентрации гомоцистеи-
на, поэтому выведение метаболитов АДМА в виде
эфиров карнитина можно рассматривать как адап-
тивный механизм, активация которого направлена
на предотвращение снижения синтеза NO (II).

Таблица 4. Показатели активности ферментов митохондрий головки и хвоста эпидидимиса при моделировании
L-NAME индуцированного дефицита синтеза NO, результаты представлены в виде Me [Q1; Q3]

Примечание: ЛДГ – лактатдегидрогеназа, СДГ – сукцинатдегидрогеназа, СОД – супероксиддисмутаза, СП/МК ОМБ – отно-
шение количества спонтанно окислительно-модифицированных белков к количеству металл-индуцированных окислительно-
модифицированных белков. С учетом поправки Бонферрони на множественное сравнение групп статистически значимым уро-
вень отличий считался при p < 0.017.

Головка эпидидимиса

Контроль (5), n = 8 L–NAME 25 (3), n = 8 L–NAME 200 (4), n = 8

ЛДГ, ЕД/г белка 114.1 [78.8; 130.6]
p3–5 > 0.05
p4–5 < 0.001

62.1 [34.6; 103.7] 15.6 [12.4; 23.9]
p3–4 < 0.01

СДГ, нмоль сукцината/мг белка в мин 35.0 [22.1; 42.7]
p3–5 < 0.001
p4–5 < 0.0167

18.9 [15.6; 21.3] 17.7 [16.3; 25.4]
p3–4 > 0.05

Н+–ATPase, мкмоль фосфата/ мг белка в ч 22.8 [21.5; 30.4]
p3–5 < 0.001
p4–5 < 0.001

8.2 [6.6; 9.0] 9.1 [6.2;10.8]
p3–4 > 0.05

Хвост эпидидимиса
ЛДГ, ЕД/г белка 27.6 [25.9; 44.3]

p3–5 > 0.0167
p4–5 < 0.001

6.5 [1.7; 24.0] 4.6 [3.6; 6.3]
p3–4 > 0.05

СДГ, нмоль сукцината/мг белка в мин 27.1 [25.2; 34.1]
р3–5 < 0.001
p4–5 < 0.001

11.2 [7.5; 13.4] 9.2 [8.0; 11.9]
p3–4 > 0.05

Н+-ATPase, мкмоль фосфата/ мг белка в ч 17.6 [12.0; 20.1]
р3–5 < 0.001
p4–5 < 0.001

1.14 [0.40; 1.49] 3.66 [3.38; 4.28]
p3–4 < 0.001
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Обобщающая схема вероятных механизмов
адаптации к метиониновой нагрузке при участии
L-карнитина приведена на рис. 5.

Механизм снижения общего пула карнитина в
головке придатка яичка, вызванного применением
ингибитора NOS, не известен, но не исключены
возможность окислительной модификации фер-
ментов транспорта карнитина и снижение их ак-
тивности.

Важно отметить, что текущее исследование
имело ряд потенциальных методических ограниче-
ний. Формирование окислительно-модифициро-
ванных белков может происходить не только под
влиянием активных форм кислорода и азота, но и
за счет воздействия редуцирующих сахаров [27]. В
свете этого использованный способ комплексной
оценки не позволяет точно выявить источник, обу-
словливающий прирост уровня карбонилирован-

Рис. 4. Сравнение активности исследуемых ферментов, концентрации лактата и резервно-адаптационного потенциала
окислительной модификации белков митохондрий эпидидимиса в моделях дефицита синтеза NO (II).
Примечание: * – статистически значимые отличия между исследуемыми группами при p < 0.017. Результаты представлены
в виде Me [Q1; Q3]. S OMP, SP/MC (СП/МК ОМБ) – отношение количества спонтанно окислительно-модифицирован-
ных белков к количеству металл-индуцированных окислительно-модифицированных белков (РАП ОМБ). HHcy (ГГЦ) –
группа с моделированием тяжелой гипергомоцистеинемии, L-NAME 25 – группа, получавшая L-NAME в дозе 25 мг/кг,
L-NAME 200 – группа получавшая L-NAME в дозе 200 мг/кг. Head – анатомический отдел головки эпидидимиса, Tail –
анатомический отдел хвоста эпидидимиса.
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ных белков. Тем не менее по данным литературы
хорошо известно, что повышение уровня гомоци-
стеина в различных тканях ассоциировано с разви-
тием окислительного дистресса [8, 9, 11].

Также установлено, что митохондриальная су-
пероксиддисмутаза является важным звеном анти-
оксидантной защиты, которое играет значитель-
ную роль в обеспечении биодоступности оксида
азота II (NO) [41], так как скорости реакций дисму-
тации супероксида под действием супероксиддис-
мутазы и взаимодействия с ним NO с образовани-
ем пероксинитрита сопоставимы [42]. В то же вре-
мя использованный метод определения позволяет
охарактеризовать лишь суммарную супероксид-
дисмутазную активность митохондрий.

Известно, что митохондрии различных типов
тканей и даже клеток могут значительно различать-
ся по своим функциональным возможностям и
адаптационным способностям и проявлять неод-
нородные реакции на субстраты и ингибиторы,
отличаться по своей чувствительности к окисли-
тельному стрессу в зависимости от локализации в
различных тканях [43]. Поэтому оценка биохими-
ческих сдвигов в условиях экспериментальных мо-
делей может способствовать выявлению органо-
специфичных функциональных особенностей ми-
тохондрий в силу их гетерогенности. Вместе с тем
особенностью исследуемых моделей является си-
стемный характер обнаруживаемых метаболиче-
ских сдвигов. Поэтому необходимы дополнитель-
ные исследования, которые позволят определить

Рис. 5. Возможные механизмы предотвращения снижения продукции NO(II) в условиях моделирования тяжелой гипер-
гомоцистеинемии.
Примечание: Met – метионин, SAM – S-аденозилметионин, SAH-S-аденозилгомоцистеин, Hcy-гомоцистеин,
ADMA – асимметричный NG,NG-диметиларгинин, DMGV – α-кето-δ-(N,N′-диметилгуанидино) валериановая
кислота, DMGB – γ-(N,N′-диметилгуанидино)бутановая кислота, αKMTB – α-кето-γ-метилтиобутират, MTP-3-
метилтиопропионат, L-carnitine – L-карнитин, Carnitine ether – эфиры карнитина альфа-кетокислот, ROS – активные
формы кислорода/ reactive oxygen species, Transamination – трансаминирование, PRMT – белковые аргининметилтранс-
феразы, DDAH-1.2 – NG,NG-диметиларгининдиметиламиногидролазы-1,2, AGXT2 – аланин-глиоксиламинотрансфе-
раза 2, BCKDC – дегидрогеназный комплекс разветвленных альфа-кетокислот, CRAT 2 -карнитинацилтрансфераза 2,
ADMA degradation products – продукты деградации АДМА (цитрулин, аминометил), NO (II) synthesis – синтез NO (II),
efflux – выделение метаболита из клетки, Renal elimination – выделение метаболита из организма с почками, Methionine
load – метиониновая нагрузка, Protein methylation – метилирование белков, Lysosomal proteolysis – лизосомальный про-
теолиз. Пунктиром обозначен транспорт через мембраны. Сделано с помощью BioRender.com.
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динамику исследуемых показателей во всех орга-
нах, особенно тех, где происходит основной мета-
болизм поступающих веществ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, тяжелая форма гипергомоци-
стеинемии, как и экспериментальное L-NAME-
индуцированное ингибирование NO-синтаз, при-
водит к развитию окислительного стресса, выража-
ющегося в увеличении уровня спонтанно окисли-
тельно-модифицированных белков в митохондри-
ях эпидидимиса крыс, также в снижении резервно-
адаптационного потенциала окислительной моди-
фикации белков. При этом при гипергомоцистеи-
немии наблюдается повышение активности СОД,
в то время как при экспериментальном ингибиро-
вании NO-синтаз - значительное снижение актив-
ности данного фермента.

Также метиониновая нагрузка приводила к сни-
жению уровня метаболитов NO (II) как в сыворот-
ке крови, так и митохондриальной фракции голов-
ки эпидидимиса, что было сопоставимо с воздей-
ствием ингибитора NOS – L-NAME, особенно при
его назначении в дозе 200 мг/кг.

На фоне гипергомоцистеинемии, как и при экс-
периментальном изменении синтеза NO (II), наблю-
даются снижение активности маркерных ферментов
биоэнергетических процессов митохондрий СДГ,
Н+-АТФазы, ЛДГ, снижение содержания карнити-
на и увеличение концентрации лактата в митохон-
дриях.

Моделирование различных видов окислитель-
ного стресса демонстрировало реализацию различ-
ных типов адаптивных ответов тканей головки и
хвоста придатка яичка крыс. В головке эпидидими-
са наблюдались метаболические сдвиги, связанные
с изменением биоэнергетических процессов – уве-
личение концентрации митохондриального лакта-
та, при одновременном уменьшении активности
лактатдегидрогеназы, сукцинатдегидрогеназы и
Н+-ATPase митохондрий. В тканях хвоста отмеча-
лись изменения, которые носили в большей степе-
ни защитный характер и были направлены на под-
держку его функциональной активности в услови-
ях окислительного стресса.
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Comparative Assessment of the Functional Activity 
of Rat Epididymal Mitochondria under Oxidative Stress Induced 

by Hyperhomocysteinemia and L-NAME Administration

V. I. Zvyaginaa,# and E. S. Belskikha

aI.P. Pavlov Ryazan State Medical University, Ryazan, Russia
#e-mail: vizvyagina@yandex.ru

The state of protein carbonylation with the determination of the reserve adaptive potential and analysis of the
proportion of primary and secondary markers of oxidative protein damage in rat epididymal mitochondria due
to oxidative stress induced by hyperhomocysteinemia and L-NAME-mediated inhibition of NO synthases was
comparatively assessed in this study. It was demonstrated that an increase in oxidative modification of mitochon-
drial proteins induced by high homocysteine levels is accompanied by a decrease in the concentration of NO (II)
metabolites and resembles the changes induced by a nonselective NO synthase inhibitor L-NAME. These
changes are accompanied by signs of secondary mitochondrial dysfunction in the form of a decreased activity of
succinate dehydrogenase, H+-ATPase, and lactate dehydrogenase, as well as an increase in lactate and a decrease
in carnitine levels. At the same time, the manifestation of changes in the above parameters was different in mi-
tochondria isolated from the head and tail of the rat epididymis. In the head, there were metabolic shifts associ-
ated with changes in bioenergetic processes, namely an increase in lactate concentration paralleled by a decrease
in lactate dehydrogenase, succinate dehydrogenase, and H+-ATPase activities in mitochondria. In the tail, there
were observed the effects that were basically protective and aimed at maintaining the functional activity of the
epididymal tail tissues under conditions of oxidative stress.

Keywords: L-NAME, homocysteine, mitochondrial dysfunction, L-carnitine, epididymis, lactate
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