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3. Wstęp 

3.1. Wysiłek fizyczny w warunkach hipoksji 

Ekspozycja organizmu na warunki hipoksyczne powoduje aktywację licznych 

procesów adaptacyjnych, które prowadzą do zwiększenia wydolności fizycznej 

organizmu. Stąd też, metoda ta od lat jest powszechnie wykorzystywana przez 

sportowców w celu poprawy wyników m.in. w dyscyplinach wytrzymałościowych lub 

szybkościowo-siłowych [1]. Zarówno odpoczynek, jak i wysiłek fizyczny w warunkach 

wysokościowych prowadzą do hipoksji, inaczej niedotlenienia, czyli stanu 

spowodowanego niewystarczającym transportem tlenu do tkanek względem 

zapotrzebowania [2]. Do korzystnych efektów wynikających z ekspozycji organizmu 

na hipoksję zaliczamy m.in. wzrost wydzielania erytropoetyny, co w konsekwencji 

skutkuje zwiększeniem liczby krwinek czerwonych oraz zawartości hemoglobiny 

przyczyniając się do wzrostu pojemności tlenowej krwi, a co za tym idzie do poprawy 

wydolności tlenowej organizmu [3,4]. Dodatkowo, wyróżniamy również szereg 

efektów niehematologicznych, które skutkują poprawą możliwości wysiłkowych  

i występują nawet już po krótkiej ekspozycji na hipoksję, tj. wzrost gęstości 

mitochondriów, kapilaryzacji tkanki mięśniowej oraz angiogenezy, jak również 

zwiększona aktywność enzymów glikolitycznych i oksydacyjnych. Powyższe zmiany 

odzwierciedla poprawa parametrów w próbach wydolnościowych. W tym celu obecnie 

bardzo często jest wykorzystywana hipoksja normobaryczna, która pozwala  

na symulację w specjalnych komorach warunków wysokogórskich [5,6].  

Mechanizm hipoksji normobarycznej opiera się na sztucznej zmianie składu 

mieszaniny oddechowej, a mianowicie zmniejszenia w niej procentowej zawartości 

tlenu poprzez rozrzedzenie powietrza azotem przy jednocześnie niezmiennym ciśnieniu 

barometrycznym występującym na poziomie morza. Innym mechanizmem 

charakteryzuje się obserwowana w naturalnych warunkach wysokogórskich hipoksja 

hipobaryczna, która jest spowodowana obniżeniem ciśnienia atmosferycznego  

na wysokości w efekcie czego jest zmniejszone również ciśnienie parcjalne tlenu [7]. 

Hipoksja normobaryczna może być stosowana w celu utrzymania efektów 

uzyskanych na wysokości po powrocie sportowców na niziny, zwiększenia zdolności 

wysiłkowych na poziomie morza, aklimatyzacji przed zawodami na dużej wysokości 

lub jej przyspieszenia przed wyjazdem do wysokogórskich ośrodków treningowych. 
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Trening wysokościowy stał się w wielu przypadkach standardowym protokołem 

wykorzystywanym w licznych dyscyplinach sportowych, m.in. w kolarstwie [8]. 

3.2. Metabolizm i transport sfingozyno-1-foforanu 

Sfingozyno–1–fosforan (S1P) jest pochodną sfingolipidów będących nie tylko 

głównymi komponentami błon komórkowych wszystkich komórek eukariotycznych, 

ale również aktywnymi biologicznie mediatorami lipidowymi zaangażowanymi  

w wewnątrzkomórkową transmisję sygnałów [9].  

Wszystkie komórki są zdolne do syntezy S1P, jednakże jego poziom  

w większości tkanek jest niski. Płytki krwi i erytrocyty uważane są za magazyny S1P, 

ze względu na wysoką aktywność kinazy sfingozyny (SphK), enzymu 

odpowiedzialnego za syntezę S1P oraz niewielką aktywność enzymów powodujących 

degradację tego związku. Pomimo, iż oba typy komórek przechowują duże ilości S1P 

to w normalnych warunkach płytki krwi go nie uwalniają, gdyż wymagają do tego 

aktywacji, stąd też nie są istotnym źródłem osoczowego S1P [10–12]. Spontaniczne 

uwalnianie tego sfingolipidu zachodzi natomiast w erytrocytach i komórkach 

śródbłonka naczyń dlatego też, uznawane są one za główne źródła krążącego S1P 

[13,14]. Badania wykazały brak zależności pomiędzy liczbą płytek krwi, a stężeniem 

S1P we krwi. Odwrotną sytuację obserwuję się natomiast w przypadku erytrocytów, 

gdzie występuje silna korelacja po między ich liczbą, a poziomem krążącego 

sfingolipidu [15]. Dowodem tego są również badania, które ukazują znacznie niższą 

zawartość S1P w osoczu ludzi z anemią w porównaniu do osób zdrowych [16]. Białkiem 

odpowiedzialnym za uwalnianie tego związku z erytrocytów i płytek krwi jest 

przenośnik z nadrodziny 2b (Mfsd2b, ang. major facilitator superfamily transporter 

2b). Natomiast w komórkach śródbłonka naczyń funkcję tę pełni transporter typu Spns2 

(ang. spinster homolog 2) [17,18]. 

S1P występuje w wysokim stężeniu w osoczu krwi człowieka, głównie  

w połączeniu z lipoproteinami o wysokiej gęstości (HDL) oraz albuminami. Co więcej, 

właściwości biologiczne i metabolizm S1P zależne są od typu nośnika z jakim jest  

on związany. Tak więc, S1P połączony z HDL charakteryzuje się znacznie silniejszą 

aktywnością biologiczną i wyraźnie dłuższym okresem półtrwania w porównaniu  

z połączeniem z albuminami [16,19]. 

Ceramid (CER), jako prekursorowa cząsteczka S1P, pochodzi z katabolizmu 

błonowej sfingomieliny (SM) lub z reakcji kondensacji seryny i palmitylo–koenzymu 
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A w szlaku syntezy de novo. CER pod wpływem enzymu ceramidazy (CDase) zostaje 

przekształcony w sfingozynę (SFO). W kolejnym etapie w wyniku fosforylacji SFO pod 

wpływem SphK wytwarzany jest S1P [16,20]. Degradacja tego związku może 

zachodzić na dwa sposoby, odwracalny i nieodwracalny. W pierwszym przypadku S1P 

może być defosforylowany do wolnej sfingozyny przez fosfatazę S1P (SPP) lub 

fosfohydrolazę fosforanów lipidów (LPP). Nieodwracalna reakcja zachodzi, gdy 

następuje rozkład przez liazę S1P (S1PL) z wytworzeniem heksadecenalu i fosforanu 

etanoloaminy [21].  

Zewnątrzkomórkowy mechanizm działania S1P na komórki polega na wiązaniu 

się tej cząsteczki z grupą swoistych receptorów błonowych sprzężonych z białkiem  

G (S1PR1–S1PR5), natomiast wewnątrzkomórkowo S1P działa jako przekaźnik 

drugiego rzędu [17]. Badania wykazały, że cząsteczka ta reguluje liczne procesy 

komórkowe, do których zaliczamy proliferację, różnicowanie, migrację i hamowanie 

apoptozy [16]. W zależności od rodzaju aktywowanego receptora osoczowy S1P pełni 

w organizmie istotne funkcje fizjologiczne m.in. uczestniczy w utrzymaniu 

integralności bariery śródbłonkowej, regulacji funkcji komórek odpornościowych, 

angiogenezie czy też w utrzymaniu prawidłowego napięcia naczyniowego [11,22].  

3.3. Rola sfingozyno1-fosforanu w funkcjonowaniu mięśni szkieletowych i adaptacji do 

wysiłku fizycznego 

Zewnątrzkomórkowy S1P odgrywa znaczącą rolę w czynności mięśni 

szkieletowych. Przede wszystkim zidentyfikowano go jako czynnik promujący 

regenerację mięśni poprzez aktywację komórek satelitarnych, stymulację różnicowania 

mioblastów oraz tworzenie nowych miofibryli [23–25]. Co ciekawe, egzogenne 

podawanie S1P myszom mdx, będących zwierzęcym modelem dystrofii mięśniowej 

Duchenne, hamowało proces atrofii mięśni podczas, gdy inaktywacja tego związku 

przyspieszała redukcję masy mięśniowej [26]. Wewnątrzkomórkowy S1P osłabia 

proces zmęczenia mięśni, a efekt ten prawdopodobnie wiąże się z faktem, iż S1P 

wpływa na sprzężenie elektromechaniczne w miocytach na poziomie receptora 

rianodynowego regulując w ten sposób uwalnianie Ca2+ z cystern brzeżnych siateczki 

sarkoplazmatycznej [27]. Ponadto, S1P dzięki obecności kinazy sfingozyny  

2 (SphK2) w wewnętrznej błonie komórkowej mitochondriów utrzymuje ich 

prawidłowe funkcjonowanie zapewniając właściwą syntezę ATP [28]. Dodatkowo, S1P 

zwiększa pojemność oksydacyjną tych organelli, tym samym nasilając utlenianie 
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kwasów tłuszczowych [29] oraz za pośrednictwem koaktywatora 1α receptora  

γ aktywowanego przez proliferatory peroksysomów (PGC–1α) promuje biogenezę 

mitochondriów [30]. Wyżej wymienione korzystne efekty S1P na biologię tkanki 

mięśniowej zachodzą szczególnie na skutek aktywacji osi S1P/S1PR1-2 [31]. W świetle 

powyższych badań uznaje się, iż lipid ten wpływając na metabolizm, siłę, kurczliwość 

i masę mięśni szkieletowych odgrywa istotną rolę w ich adaptacji do wysiłku 

fizycznego.  

Prowadzone na przestrzeni ostatnich dwóch dekad badania wykazały,  

że aktywność fizyczna ma znaczący wpływ na metabolizm S1P zarówno we krwi, jak  

i w mięśniach szkieletowych [32]. Stwierdzono, podwyższenie stężenia S1P we krwi 

osób niewytrenowanych po zakończeniu jednorazowego wysiłku o średniej 

intensywności. Jednakże takiego efektu nie zaobserwowano u sportowców 

wytrzymałościowych, którzy charakteryzowali się wyższym wyjściowym stężeniem 

S1P w osoczu [33]. Warte uwagi jest to, że wzrost osoczowego S1P również 

potwierdzono u osób wytrenowanych, ale tylko na skutek wykonania ćwiczeń  

o wysokiej intensywności. Zawartość S1P w ludzkich mięśniach szkieletowych wzrasta 

proporcjonalnie do czasu trwania i intensywności wysiłku fizycznego [34]. Co ciekawe, 

trening wytrzymałościowy skutkował wzrostem stężenia osoczowego S1P w połączeniu 

z HDL, a efekt ten był powiązany z nasiloną aktywnością SphK w erytrocytach oraz 

wzmożonym uwalnianiem z nich S1P [19]. Interesującym wydaje się być fakt, iż S1P 

związany z HDL posiada również silne właściwości przeciwmiażdżycowe. Inhibicja 

receptorów dla S1PR, głównie S1PR3 osłabiła protekcyjny wpływ HDL na mięsień 

sercowy [35,36]. Zatem, prewencyjne działanie tego kompleksu może być jednym  

z mechanizmów wyjaśniających zmniejszenie ryzyka chorób sercowo-naczyniowych  

u osób utrzymujących regularną aktywność fizyczną.  

Powyższe doniesienia, sugerują istotny wpływ S1P na zmiany zachodzące  

w organizmie na skutek wysiłku, a zwłaszcza podkreślają rolę tego lipidowego związku 

w adaptacji mięśni szkieletowych do wysiłku fizycznego.  

 

Szczegółowe informacje na temat wpływu wysiłku fizycznego na metabolizm S1P 

zostały przedstawione w pracy przeglądowej wchodzącej w skład rozprawy 

doktorskiej: Hodun K., Chabowski A., Baranowski M.: Sphingosine-1-phosphate  

in acute exercise and training. Scandinavian Journal of Medicine & Science in Sports, 

2021; 31: 945-955. 



19 

 

3.4. Wpływ hipoksji na metabolizm sfingozyno-1-fosforanu 

Liczne badania wskazują, iż hipoksja jest jednym z czynników stymulujących 

produkcję S1P. Wzrost stężenia osoczowego S1P wykazano u zdrowych osób już  

po pierwszym dniu ekspozycji na hipoksję w czasie spoczynku na wysokości 5260 m 

n.p.m. Co więcej, z każdym kolejnym dniem eksperymentu u uczestników badania 

obserwowano dalszy wzrost zawartości S1P we krwi. Równolegle, stwierdzono wzrost 

aktywności kinazy sfingozyny 1 (SphK 1, izoforma enzymu występująca głównie  

w cytoplazmie komórek) i stężenia S1P w erytrocytach [37]. Ponadto, badania 

przeprowadzone na myszach ujawniły, iż wewnątrzkomórkowy S1P promuje wiązanie 

odtlenowanej hemoglobiny z błoną erytrocytów, co indukuje glikolizę, jednocześnie 

wzmagając produkcję 2,3-difosfoglicerynianu (2,3-DPG), który poprzez stymulację 

uwalniania O2 chroni przed niedotlenieniem tkanek [37]. Zatem, krążący S1P może 

pełnić kluczową rolę w adaptacji mięśni do wysiłku hipoksycznego. 

Istnieją również doniesienia sugerujące, iż S1P jest potencjalnym aktywatorem 

czynnika indukowanego przez hipoksję 1 (HIF–1), który jest kluczowym regulatorem 

homeostazy tlenowej, a jego aktywacja odpowiada za większość mechanizmów 

przystosowawczych do hipoksji, zarówno tych hematologicznych, jak  

i niehematologicznych [38,39]. Wykazano, iż trzydniowe, dożylne podawanie S1P 

szczurom przed poddaniem ich ekspozycji na hipoksję spowodowało aktywację HIF-1 

oraz ograniczenie patologicznych zmian m.in. stanu zapalnego czy też zaburzeń 

równowagi redoks, wywołanych 6-godzinną ekspozycją na symulowaną wysokość 

7620 m n.p.m. [40]. Ponadto, niektóre badania sugerują, iż wewnątrzkomórkowy S1P 

obniża ekspresję genów prozapalnych [41,42].  
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4. Cele pracy 

Ze względu na stale rosnącą popularność i dostępność turystyki wysokogórskiej kwestie 

związane z adaptacją ludzkiego organizmu do hipoksji stają się ważne dla coraz większej 

liczby osób. Pomimo licznych badań mechanizmy odpowiedzialne za korzystny wpływ 

wysiłku wysokogórskiego na wydolność fizyczną organizmu pozostają jak dotąd niejasne. 

Liczne dane literaturowe, dowodzą, iż aktywność fizyczna ma znaczący wpływ  

na metabolizm sfingozyno–1–fosforanu (S1P), związku pełniącego istotną rolę w biologii 

mięśni szkieletowych oraz zaangażowanego w zmiany adaptacyjne zachodzące  

w następstwie wysiłku. Badania wykazały, iż pojedynczy wysiłek fizyczny oraz trening 

powodują wzrost stężenia S1P we krwi. Co ciekawe, ekspozycja na hipoksję w czasie 

spoczynku również skutkuje wzrostem osoczowego S1P. Postawiłam zatem hipotezę,  

że wzrost stężenia S1P w odpowiedzi na jednorazowy wysiłek fizyczny jest nasilany przez 

jednoczesną ekspozycję na niedotlenienie. 

W związku z powyższym, celem niniejszej pracy było ustalenie wpływu hipoksji 

normobarycznej na powysiłkowe zmiany S1P we krwi kolarzy. Realizacja niniejszego 

projektu miała też przyczynić się do wyjaśnienia czy korzystne efekty wynikające  

z ekspozycji na niedotlenienie są powiązane ze zmianami stężenia S1P we krwi. Zarówno 

komórki krwi, jak i główne frakcje osocza były analizowane w tym samym czasie, dlatego 

też otrzymane wyniki dostarczyły cennych informacji na temat metabolizmu krążącego 

S1P. 

Mając na uwadze powyższe, celem zrealizowanych badań była: 

1. Ocena wpływu hipoksji normobarycznej na powysiłkowe zmiany metabolizmu 

sfingolipidów we krwi kolarzy po przeprowadzeniu wysiłku na cykloergometrze  

o wzrastającym obciążeniu, aż do wyczerpania. 

2. Ocena wpływu hipoksji normobarycznej na powysiłkowe zmiany metabolizmu 

sfingolipidów we krwi kolarzy po przeprowadzeniu symulowanej 30km kolarskiej 

próby czasowej. 
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5. Materiały i metody 

5.1. Charakterystyka badanych 

Badaniem objęto 15 wykwalifikowanych kolarzy o średnim wieku 25,4 ± 8,4 lat, BMI 

wynoszącym 21,6 ±1,8 kg/m2 i procentowej zawartości tłuszczu w organizmie na poziomie 9,2 

± 2,1%. Średni staż treningowy uczestników badania wynosił 6,3 ± 2 lat, a ich maksymalny 

pobór tlenu 61,4 ± 3,1 mL/kg/min. Poza doświadczeniem treningowym, kolejnym zasadniczym 

kryterium kwalifikacji była minimum 6-miesięczna przerwa od ostatniego treningu 

wysokościowego. Wszyscy uczestnicy posiadali aktualne badania lekarskie wykluczające 

przeciwskazania do przeprowadzania intensywnych wysiłków fizycznych. Ponadto, każdy  

z ochotników przedłożył pisemną zgodę świadomego i dobrowolnego uczestnictwa  

w eksperymencie. Uczestnicy zostali również poinformowani o możliwość rezygnacji z udziału 

w projekcie badawczym bez podania przyczyny na każdym etapie jego trwania. W okresie 

obejmującym eksperyment badani byli zobowiązani do zachowania swojej standardowej diety 

i suplementacji. 

Projekt badawczy został sfinansowany przez Narodowe Centrum Nauki w ramach grantu 

OPUS 16 o numerze 2018/31/B/NZ7/02543 oraz zatwierdzony przez Komisję Bioetyczną 

Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku (nr zgody R-I-002/325/2019). 

5.2. Przebieg eksperymentu 

Uczestnicy zostali poddani dwóm rodzajom jednorazowego wysiłku fizycznego: 

1. Jazda na cykloergometrze o wzrastającym obciążeniu, aż do wyczerpania (GE, ang. 

graded exercise). Wysiłek o wysokiej intensywności, częściowo beztlenowy. Ćwiczenia 

rozpoczęto od obciążenia 120 W, które zwiększano o 40 W co 3 min.  

2. Symulowana 30km kolarska próba czasowa (TT, ang. time trial). Długotrwały wysiłek 

o charakterze tlenowym. 

Oba powyższe testy zostały przeprowadzone w warunkach normoksji i hipoksji 

normobarycznej (FiO2=16,5%, co odpowiada ~2000 m n.p.m.) w sali wyposażonej w system 

umożliwiający regulację procentowej zawartości tlenu w powietrzu (AirZone 25, Air Sport, 

Międzyzdroje, Polska). W przypadku GE całkowity czas ekspozycji na hipoksję wyniósł około 

35 min, natomiast w TT około 90 min. Przed rozpoczęciem wysiłku w warunkach 

niedotlenienia badani byli eksponowani na hipoksję 15 min przed startem właściwego testu. 

Uczestnicy badania podczas pobytu w ośrodku spożywali identyczne posiłki (40 kcal/kg/dzień, 

50% węglowodanów, 30% tłuszczu i 20% białka).  
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Randomizowane sesje wysiłkowe zostały zrealizowane w odstępie dwóch tygodni,  

a badani nie byli świadomi warunków wykonywania ćwiczenia. Testy zostały przeprowadzone 

pod nadzorem wykwalifikowanych trenerów sportowych. Saturacja krwi tlenem i częstotliwość 

akcji serca kontrolowano za pomocą pulsyksometru (WristOx2, Nonin Medical Inc., Plymouth, 

USA). Ćwiczenia wykonano na indywidualnych rowerach sportowców połączonych  

z elektromagnetycznym trenażerem kolarskim (Cyclus 2, RBM Elektronik-Automation GmbH, 

Leipzig, Niemcy). 

Do probówek o objętości 4 ml z obecnym antykoagulantem EDTA (wersenian potasu) 

pobrano krew z żyły łokciowej w trzech punktach czasowych tj.: przed rozpoczęciem wysiłku 

(basal), natychmiast po jego zakończeniu (post-exercise) oraz po 30-minutowym odpoczynku 

(recovery). W poprzednich badaniach stwierdzono, iż największe zmiany w metabolizmie S1P 

zachodzą 30 minut po zakończeniu wysiłku [33]. 

Szczegółowa analiza pozyskanego materiału obejmowała: 

1. Ocenę zawartości sfingozyno–1–fosforanu (S1P), dihydrosfingozyno–1–fosforanu 

(dhS1P), sfingozyny (SFO) i dihydrosfingozyny (dhSFO) w osoczu, albuminach oraz 

frakcji lipoprotein o wysokiej gęstości (HDL) – metoda ultrasprawnej chromatografii 

cieczowej (UPLC) 

2. Ocenę zawartości S1P, dhS1P, SFO, dhSFO, ceramidu (CER) i dihydroceramidu 

(dhCER)  w erytrocytach i płytkach krwi – metoda UPLC 

3. Ocenę zawartości sfingomieliny (SM) w erytrocytach i płytkach krwi – metoda 

chromatografii gazowo-cieczowej (GLC) 

4. Ocenę tempa uwalniania S1P i dhS1P z erytrocytów zawieszonych w osoczu. 

5.3. Frakcjonowanie krwi 

Frakcjonowanie krwi wykonano w celu pozyskania erytrocytów, płytek krwi i osocza. 

Na każdym etapie procedury utrzymywano temperaturę 4°C, gdyż wykazano, iż w tej 

temperaturze nie zachodzi uwalnianie S1P z krwinek [16]. Bezpośrednio po pobraniu próbki 

krwi zostały delikatnie wymieszane i umieszczone w lodzie do czasu wirowania. W pierwszej 

kolejności krew odwirowano przy przeciążeniu 380×g przez 10 min w celu separacji osocza  

i erytrocytów. Uzyskane osocze bogatopłytkowe przeniesiono do nowych probówek  

i odwirowano przy 2500×g przez 10 min u celu wyizolowania na dnie probówki płytek krwi. 

Po odwirowaniu osocze ubogopłytkowe przeniesiono do czystych probówek i wirowano po raz 

kolejny (5000×g przez 10 min), aby dokładnie usunąć pozostałości płytek krwi. Uzyskane  

w poprzednim wirowaniu płytki krwi przepłukano uprzednio schłodzonym roztworem 
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buforowanej fosforanem soli fizjologicznej (PBS), a następnie zawieszono w tym samym 

buforze i zamrożono. Z pierwotnych probówek zawierających krwinki czerwone dokładnie 

usunięto pozostałości osocza oraz warstwę krwinek białych. Erytrocyty zostały przepłukane 

przy użyciu buforu PBS i odwirowane przy obciążeniu 800×g przez 10 min. Po dokładnym 

usunięciu supernatantu krwinki czerwone zostały zawieszone w PBS i zamrożone. Uzyskane 

osocze, erytrocyty i płytki krwi były przechowywane w temperaturze -80°C do czasu dalszych 

analiz. 

5.4. Tempo uwalniania S1P i dhS1P 

W celu oceny uwalniania S1P i dhS1P z krwinek czerwonych zmieszano ze sobą równe 

objętości erytrocytów i osocza (0,8 ml) pochodzące z tej samej próbki krwi, wyizolowane  

w sposób opisany powyżej. Następnie połowę tak przygotowanej zawiesiny przeniesiono  

do nowej probówki i odwirowano w temperaturze 4°C przy 800×g przez 10 min. Supernatant  

z wirowania został zebrany do nowej probówki i zamrożony. Pozostałą część zawiesiny 

inkubowano 20 min w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO2. Po inkubacji próbki zostały 

natychmiast schłodzone, odwirowane jak poprzednio, a supernatant przeniesiono do nowej 

probówki i zamrożono. 

Ilość uwolnionego S1P i dhS1P obliczono jako różnicę początkowego stężenia tych 

związków w osoczu i ich zawartości po zakończonej inkubacji. Oznaczenia wykonano  

za pomocą ultrasprawnej chromatografii cieczowej, opisanej poniżej. 

5.5. Izolacja lipoprotein osocza 

Lipoproteiny HDL oraz albuminy wyizolowano z osocza metodą trzech sekwencyjnych 

ultrawirowań (ultrawirówka Sorvall RC M120 GX, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) 

przy wzrastającej gęstości roztworu. Na każdym etapie procedury obecny był EDTA, który 

zapobiegał oksydacji lipoprotein. 

W pierwszej kolejności, aby wyizolować lipoproteiny o bardzo niskiej gęstości (VLDL) 

na 600 μl osocza delikatnie nawarstwiono 300 μl wodnego roztworu NaCl o gęstości 1,006 

g/mL, który następnie odwirowano z prędkością 120.000 rpm, 85 min, w temperaturze 8°C.  

Po zakończeniu wirowania usunięto 300 μl górnej frakcji zawierającej VLDL. Do pozostałej 

ilości próbki dodano 300 μl roztworu NaBr, dokładnie wymieszano (gęstość tak przygotowanej 

mieszaniny wyniosła 1,063 g/mL) i po raz kolejny odwirowano z prędkością 120.000 rpm, 155 

min, w temperaturze 8°C. Po czym zebrano ponownie 300 μl górnej warstwy mieszaniny, ale 

tym razem zawierającej lipoproteiny o niskiej gęstości (LDL). Trzecie, a jednocześnie ostanie 
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wirowanie (120.000 rpm, 260 min, 8°C) z NaBr przy gęstości roztworu wynoszącej 1,21 g/mL 

pozwoliło na wyizolowanie 300 μl górnej warstwy mieszaniny zawierającej HDL oraz 300 μl 

mieszaniny z dna probówki zawierającej frakcję albumin. Gęstość roztworów używanych  

do izolacji weryfikowano za pomocą cyfrowego densytometru (Mettler Toledo, Columbus, 

USA). Zebrane HDL i albuminy natychmiast umieszczono w ciekłym azocie i przechowywano 

w temperaturze -80°C do czasu dalszych analiz. 

5.6. Oznaczenie zawartości sfingolipidów metodą UPLC 

Zawartość S1P, dhS1P, sfingozyny, dihydrosfingozyny, ceramidu i dihydroceramidu 

oznaczono za pomocą ultrasprawnej chromatografii cieczowej. W pierwszym etapie po dodaniu 

standardów wewnętrznych (C17-sfingozyny i C17-sfingozyno-1-fosforanu, Avanti Polar 

Lipids, Alabaster, USA) i roztworu metanolu z kwasem solnym próby umieszczono w lodzie  

i poddano sonifikacji. W celu ekstrakcji lipidów do probówki dodano chloroform, 1M NaCl 

oraz 3N NaOH i odwirowano (3000 rpm, 5 min, 4°C). Następnie wierzchnią, wodną warstwę 

zawierającą S1P i dhS1P przeniesiono do nowych probówek. Podczas dwóch kolejnych 

wirowań z mieszaniną metanolu/1M NaCl (1:1, v/v) i 3N NaOH dokładnie wypłukano 

pozostałości fosforylowanych zasad sfingoidowych w warstwie chloroformowej. Zawartość 

S1P i dhS1P oznaczano metodą pośrednią, gdyż do zebranych wodnych frakcji dodano 

fosfatazę alkaliczną (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA) powodując ich defosforylację 

odpowiednio do SFO i dhSFO. Dodatkowo, z pierwotnej warstwy chloroformowej 

przeniesiono niewielką objętość wyekstrahowanych lipidów do nowej probówki zawierającej 

standard wewnętrzny N-palmitoilo-D-erytro-C17 sfingozynę (Avanti Polar Lipids). Próbę 

odparowano pod azotem, dodano 1M KOH w 90% metanolu i poddano godzinnej inkubacji  

w celu hydrolizy alkalicznej dihydroceramidu i ceramidu odpowiednio do dihydrosfingozyny  

i sfingozyny.  

Wszystkie warstwy chloroformowe przeniesiono do nowych probówek, odparowano pod 

azotem, a następnie lipidy rozpuszczono w etanolu. Defosforylowane zasady sfingoidowe, 

sfingozyna i dihydrosfingozyna pochodzące z ceramidu i dihydroceramidu oraz wolne 

sfingozyna i dihydrosfingozyna zostały następnie poddane derywatyzacji (z wykorzystaniem 

o-ftalodialdehydu). Uzyskane w tym procesie o-ftalaldehydowe pochodne sfingolipidów 

wykazujące fluorescencję analizowano przy pomocy systemu UPLC (Nexera, Shimadzu Corp., 

Kioto, Japan) wyposażonego w detektor fluorescencyjny (RF-20Axs) oraz kolumnę C18 

(Reproshell ODS-1, Dr Maisch, Ammerbuch, Germany), której temperatura utrzymywana była 
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na poziomie 30°C. Fazę ruchomą stanowiła izokratyczna mieszanina acetonitrylu i wody 

(84:16, v/v). Szybkość przepływu wynosiła 0,4mL/min. 

5.7. Oznaczenie zawartości sfingolipidów metodą GLC 

Zawartość sfingomieliny w erytrocytach i płytkach krwi oznaczono metodą chromatografii 

gazowo-cieczowej. Lipidy wyekstrahowano z komórek krwi stosując roztwór złożony  

z metanolu z butylowanym hydroksytoluenem (0,01%) i chloroformu. Warstwa chloroformowa 

przeniesiona została do nowych probówek i odparowana pod azotem. Lipidy rozpuszczono  

w roztworze chloroform:metanol w proporcji 2:1. Następnie frakcja sfingomieliny została 

wyodrębniona metodą chromatografii cienkowarstwowej (TLC) na płytce z żelem 

krzemionkowym, którą umieszczono w roztworze rozwijającym składającym się  

z chloroformu, metanolu, kwasu octowego i wody destylowanej (odpowiednio w proporcjach 

50:37,5:3,5:2). Poszczególne klasy lipidów uwidoczniono roztworem fluoresceiny (44mg/20ml 

metanolu) i zidentyfikowano pod światłem UV. Pasma żelu odpowiadające wzorcowi 

sfingomieliny zostały zdrapane z płytek i przeniesione do nowych probówek zawierających 

kwas pentadekanowy jako wzorzec wewnętrzny. Kwasy tłuszczowe sfingomieliny były 

następnie transmetylowane w obecności roztworu 14% trifluorku boru z metanolem  

w temperaturze 100°C przez 90 minut, a uzyskane estry przed analizą zostały rozpuszczone  

w heksanie.  

Otrzymane estry metylowe kwasów tłuszczowych (FAME) analizowano z wykorzystaniem 

aparatu Hewlett-Packard 5890 Series II wyposażonego w system z podwójnym detektorem 

jonizacji płomieniowej i kolumną kapilarną CP-Sil 88 (100 m, 0,25 mm i.d., Agilent, Santa 

Clara, CA, USA). Zawartość sfingomieliny została przedstawiona jako suma wszystkich 

analizowanych estrów metylowych kwasów tłuszczowych w tej frakcji. 

5.8.Oznaczenie białka 

Stężenie białka w osoczu, albuminach, frakcji HDL i płytkach krwi oznaczono metodą 

kolorymetryczną z użyciem kwasu bicynchoninowego (BCA). Przygotowano odpowiednie 

rozcieńczenia poszczególnych prób. Jako standardu użyto albuminy BSA (bovine serum 

albumin, Sigma). Zarówno krzywą, jak i próby oznaczano w tryplikacie. Po przygotowaniu 

płytkę poddano 30-minutowej inkubacji na wytrząsarce laboratoryjnej, 300 rpm,  

w temperaturze 37°C. Do zmierzenia absorbancji (długość fali 560 nm) wykorzystany został 

czytnik mikropłytek Synergy H1 (Hybrid Reader, BioTek Instruments, Winooski, VT, USA). 
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5.9. Oznaczenie stężenia hemoglobiny 

Stężenie hemoglobiny w erytrocytach oznaczono metodą kolorymetryczną  

z wykorzystaniem zestawu z odczynnikiem Drabkina (Sigma, Saint Louis, USA). Niewielką 

ilość erytrocytów poddano 15-minutowej inkubacji z uprzednio przygotowanym roztworem 

Drabkina. Po tym czasie dokonano odczytu absorbancji na spektrofotometrze (Beckman DU 

640, Brea, USA) przy długości fali 540nm. 

5.10. Statystyka 

Wszystkie wyniki zostały zaprezentowane jako średnia ± odchylenie standardowe (SD). 

Analizę statystyczną wyników przeprowadzono z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy 

wariancji (ANOVA) połączonej z testem t-studenta dla prób zależnych. Dla porównań 

wielokrotnych zastosowano korektę Benjamina-Hochberga, Za poziom istotności statystycznej 

uznano p < 0,05. 
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6. Wyniki 

Szczegółowe omówienie uzyskanych wyników znajduje się w pracy oryginalnej, 

wchodzącej w skład rozprawy doktorskiej:  

The effect of normobaric hypoxia on acute exercise-induced changes in blood sphingoid base-

1-phosphates metabolism in cyclists.  

Katarzyna Hodun, Miłosz Czuba, Kamila Płoszczyca, Jerzy Sadowski, Józef Langfort, Adrian 

Chabowski, Marcin Baranowski. Biology of Sport, 2023. 

W opisie wyników wykorzystano odniesienia do figur zamieszczonych w wyżej 

wymienionej publikacji. 

6.1. Wysiłek o wzrastającym obciążeniu 

Intensywny wysiłek fizyczny do wyczerpania w warunkach normoksji spowodował istotny 

statystycznie wzrost stężenia osoczowego S1P oraz jego frakcji połączonej z HDL (Ryc. 1). 

Efekt ten nie został zaobserwowany w warunkach wysokogórskich, co więcej zaobserwowano 

tu zmniejszenie stężenia S1P i sfingomieliny w erytrocytach po zakończeniu wysiłku, jednakże 

efekt ten był przejściowy i po 30 minutowym odpoczynku zaobserwowano wzrost S1P i SM  

w erytrocytach w porównaniu do wartości powysiłkowej. Istotne statystycznie obniżenie 

powysiłkowego stężenia S1P wykazano również w płytkach krwi, co więcej efekt ten 

utrzymywał się po 30 minutowym odpoczynku (Tabela 1). Zarówno wysiłek w normoksji, jak 

i hipoksji nie spowodował istotnych statystycznie zmian tempa uwalniania S1P z erytrocytów 

(Ryc. 3). 

6.2. Symulowana 30km kolarska próba czasowa 

W wyniku 30 km symulowanej próby czasowej zaobserwowano istotny powysiłkowy 

wzrost stężenia dhS1P zarówno w osoczu, jak i w połączeniu z HDL oraz z albuminami  

w  porównaniu do stężenia początkowego, co więcej zmiana ta utrzymywała się po 30-

minutowym odpoczynku (Ryc. 2). Dodatkowo, powysiłkowy wzrost dhS1P stwierdzono 

również w erytrocytach i płytkach krwi w porównaniu do stężenia bazowego, zmiana ta także 

utrzymywała się po okresie odpoczynku (Tabela 2). Przeprowadzony eksperyment wykazał 

istotny statystycznie powysiłkowy wzrost wskaźnika uwalniania dhS1P z erytrocytów  

w porównaniu do wartości początkowej, który utrzymywał się po 30-minutowym odpoczynku 

(Ryc. 3). Dostępność tlenu nie miała wpływu na powyższe efekty. W próbie czasowej 

zaobserwowano powysiłkowe zmniejszenie stężenia osoczowego S1P, co więcej nasilenie tego 

efektu wykazano w warunkach hipoksji (Ryc. 2). 
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7. Wnioski 

 

1. W wyniku długotrwałego wysiłku o charakterze tlenowym dochodzi do wzrostu stężeń 

sfinganino-1-fosforanu w osoczu, zarówno w połączeniu z HDL, jak i albuminami, 

będącego konsekwencją nasilenia produkcji i uwalniania tego związku w erytrocytach. 

Dostępność tlenu nie ma wpływu na powyższe zmiany. 

2. W wyniku długotrwałego wysiłku o charakterze tlenowym wykazano redukcję stężenia 

S1P po 30-minutowym odpoczynku, która dodatkowo była nasilona w warunkach 

hipoksycznych. 

3. Pojedynczy wysiłek fizyczny o wysokiej intensywności przeprowadzony  

w prawidłowych warunkach tlenowych spowodował wzrost osoczowego S1P  

w połączeniu z HDL. 

4. Hipoksja zapobiega wzrostowi stężenia sfingozyno-1-fosforanu w osoczu  

w następstwie pojedynczego wysiłku fizycznego o charakterze beztlenowym, co może 

wynikać z redukcji zawartości S1P w erytrocytach. 
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10. Streszczenie w języku polskim 

Ekspozycja organizmu na warunki hipoksyczne powoduje aktywację licznych procesów 

adaptacyjnych, które prowadzą do zwiększenia wydolności fizycznej organizmu. Stąd też, 

metoda ta od lat jest powszechnie wykorzystywana przez sportowców w celu poprawy 

wyników w dyscyplinach wytrzymałościowych. Do korzystnych efektów wynikających  

z ekspozycji organizmu na hipoksję zaliczamy m.in. wzrost pojemności tlenowej krwi, gęstości 

mitochondriów, kapilaryzacji tkanki mięśniowej, jak również zwiększoną aktywność enzymów 

zaangażowanych w utlenianie substratów energetycznych. 

Sfingozyno–1–fosforan (S1P) jest pochodną sfingolipidów będących nie tylko istotnymi 

komponentami błon komórkowych, ale również aktywnymi biologicznie mediatorami 

lipidowymi zaangażowanymi w wewnątrzkomórkową transmisję sygnałów. Płytki krwi  

i erytrocyty są uważane za magazyny S1P ze względu na wysoką aktywność kinazy sfingozyny 

(SphK), enzymu odpowiedzialnego za syntezę S1P oraz niewielką aktywność enzymów 

odpowiedzialnych za degradację tego związku. Lipid ten występuje w wysokim stężeniu  

w osoczu krwi człowieka, głównie w połączeniu z lipoproteinami o wysokiej gęstości (HDL) 

oraz albuminami. Zewnątrzkomórkowy mechanizm działania S1P na komórki polega  

na wiązaniu się tej cząsteczki z grupą swoistych receptorów błonowych sprzężonych z białkiem 

G (S1PR1–S1PR5), natomiast wewnątrzkomórkowo S1P działa jako przekaźnik drugiego 

rzędu.  

Dane literaturowe dowodzą, iż S1P pełni istotną rolę w czynności mięśni szkieletowych 

oraz zaangażowany jest w zmiany adaptacyjne zachodzące w następstwie wysiłku. Przede 

wszystkim zidentyfikowano go jako czynnik promujący regenerację mięśni poprzez aktywację 

komórek satelitarnych oraz stymulację różnicowania mioblastów. Wewnątrzkomórkowy S1P 

opóźnia rozwój zmęczenia mięśni, a efekt ten prawdopodobnie wiąże się z faktem, iż S1P 

wpływa na sprzężenie elektromechaniczne w miocytach na poziomie receptora rianodynowego 

regulując w ten sposób uwalnianie Ca2+ z cystern brzeżnych siateczki sarkoplazmatycznej. 

Prowadzone na przestrzeni ostatnich dwóch dekad badania wykazały, że aktywność fizyczna 

ma znaczący wpływ na metabolizm S1P zarówno we krwi, jak i w mięśniach szkieletowych.  

Co więcej, zaobserwowano, iż wykorzystywana w protokołach treningowych hipoksja również 

jest jednym z czynników stymulujących produkcję S1P. 

Pomimo licznych badań mechanizmy odpowiedzialne za korzystny wpływ wysiłku 

wysokogórskiego na wydolność fizyczną organizmu pozostają w znacznej części niejasne.  
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W związku z powyższym, celem niniejszej pracy było ustalenie wpływu hipoksji 

normobarycznej na powysiłkowe zmiany S1P we krwi kolarzy.  

Badaniem objęto 15 wykwalifikowanych kolarzy w wieku 25,4 ± 8,4 lat. Uczestnicy 

zostali poddani dwóm rodzajom jednorazowego wysiłku fizycznego tj. wysiłek o wzrastającym 

obciążeniu, aż do wyczerpania (GE, ang. graded exercise) oraz symulowana 30km kolarska 

próba czasowa (TT, ang. time trial). Oba powyższe testy zostały przeprowadzone w warunkach 

normoksji i hipoksji normobarycznej (FiO2=16,5% co odpowiada ~2000 m n.p.m.) w sali 

wyposażonej w system umożliwiający regulację procentowej zawartości tlenu w powietrzu. 

Próbki krwi zostały pobrane w trzech punktach czasowych tj.: przed rozpoczęciem wysiłku, 

natychmiast po jego zakończeniu oraz po 30-minutowym odpoczynku. Ocenę zawartości S1P, 

dihydrosfingozyno-1-fosforanu (dhS1P), sfingozyny (SFO), dihydrosfingozyny (dhSFO), 

ceramidu (CER) i dihydroceramidu (dhCER) we krwi przeprowadzono metodą ultrasprawnej 

chromatografii cieczowej (UPLC). Analizę zawartości sfingomieliny (SM) w erytrocytach  

i płytkach krwi wykonano metodą chromatografii gazowo-cieczowej (GLC). 

Z przeprowadzonych badań wynika, iż intensywny wysiłek fizyczny, aż do wyczerpania 

w warunkach normoksji spowodował istotny statystycznie wzrost stężenia osoczowego S1P 

oraz jego frakcji połączonej z HDL. Efekt ten nie został zaobserwowany w warunkach 

wysokogórskich, co więcej zaobserwowano zmniejszenie stężenia S1P i sfingomieliny  

w erytrocytach po zakończeniu wysiłku. Jednakże, po 30 minutowym odpoczynku stwierdzono 

wzrost S1P i SM w erytrocytach w porównaniu do wartości powysiłkowej. W symulowanej 

30km kolarskiej próbie czasowej zaobserwowano istotne statystycznie powysiłkowe 

zmniejszenie stężenia osoczowego S1P, co więcej nasilenie tego efektu wykazano w warunkach 

hipoksji. Ponadto, w wyniku przeprowadzenia próby czasowej stwierdzono powysiłkowy 

wzrost stężenia dihydrosfingozyny i dhS1P zarówno w osoczu, jak i w połączeniu z HDL oraz 

z albuminami, a także w erytrocytach i płytkach krwi w porównaniu do stężenia początkowego. 

Dostępność tlenu nie miała wpływu na powyższe efekty.  

Na podstawie przeprowadzonych badań można stwierdzić, iż w wyniku długotrwałego 

wysiłku o charakterze tlenowym dochodzi do wzrostu stężeń dihydrosfingozyno–1–fosforanu 

w osoczu, zarówno w połączeniu z HDL, jak i albuminami, będącego konsekwencją nasilenia 

produkcji i uwalniania tego związku w erytrocytach. Zmiany w zwartości dhS1P  

w poszczególnych frakcjach zaobserwowano niezależnie od warunków tlenowych.  Pojedynczy 

wysiłek fizyczny o wysokiej intensywności przeprowadzony w prawidłowych warunkach 

tlenowych spowodował wzrost osoczowego S1P w połączeniu z HDL. Jednakże, hipoksja 

zapobiegła wzrostowi stężenia sfingozyno–1–fosforanu w osoczu w następstwie pojedynczego 
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wysiłku fizycznego o charakterze beztlenowym, co może wynikać z redukcji zawartości S1P  

w erytrocytach.  
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11. Streszczenie w języku angielskim 

The exposure of the body to hypoxic conditions results in the activation of numerous 

adaptive processes that lead to an increase in physical performance. Hence, this method has 

been widely used by athletes for years to improve performance in endurance sports. The 

beneficial effects resulting from the exposure of body to hypoxia include increased blood 

oxygen capacity, mitochondrial density, muscle tissue capillarization, and increased activity  

of oxidative enzymes.  

Sphingosine–1–phosphate (S1P) is a derivative of sphingolipids that are not only essential 

components of cell membranes but also biologically active lipid mediators involved  

in intracellular signaling. Platelets and erythrocytes are considered stores of S1P due to the high 

activity of sphingosine kinase, the enzyme responsible for the synthesis of S1P, and the low 

activity of enzymes implicated in the degradation of this compound. This lipid is found  

in high concentrations in human plasma, mainly bounded with high-density lipoproteins (HDL) 

and albumin. The extracellular mechanism of S1P action on cells involves the binding of this 

molecule to a group of specific G–protein–coupled membrane receptors (S1PR1–S1PR5), 

while intracellularly S1P acts as a second messenger. 

Literature data demonstrate that S1P plays an important role in skeletal muscle function and 

is involved in adaptive changes following exercise. First of all, it has been identified as a factor 

that promotes muscle regeneration through the activation of satellite cells and the stimulation 

of myoblast differentiation. Intracellular S1P delays the development of muscle fatigue, and 

this effect is likely related to the fact that S1P affects excitation–contraction coupling  

in myocytes through the ryanodine receptor, thereby regulating Ca2+ release from the terminal 

cisternae of the sarcoplasmic reticulum. Studies conducted over the past two decades have 

shown that physical activity has a significant effect on S1P metabolism in both blood and 

skeletal muscle. Moreover, it has been revealed that hypoxia used in training protocols is also 

one of the factors stimulating S1P production. 

Despite numerous studies, the mechanisms responsible for the beneficial effects of high–

altitude exercise on physical performance remains unclear. Therefore, the present study aimed 

to determine the effect of normobaric hypoxia on post–exercise changes of S1P in the blood  

of cyclists. 
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The study included 15 skilled cyclists aged 25.4 ± 8.4 years. The participants were subjected 

to two types of acute exercise, i.e., a graded exercise until volitional exhaustion (GE) and  

a simulated 30km cycling time trial (TT). Both of the above tests were carried out under 

normoxia and normobaric hypoxia (FiO2=16.5% which corresponds to ~2,000 meters above 

sea level) in a room equipped with a system that allows adjustment of the percentage of oxygen 

in the air. Blood samples were taken at three time points, i.e.: before the start of exercise, 

immediately after the end of exercise, and after a 30-minute rest. The assessment of content  

of S1P, dihydrosphingosine–1–phosphate (dhS1P), sphingosine (SFO), dihydrosphingosine 

(dhSFO), ceramide (CER), and dihydroceramide (dhCER) in blood was carried out  

by ultraperformance liquid chromatography (UPLC). Sphingomyelin content in erythrocytes 

and platelets was analyzed by gas-liquid chromatography (GLC). 

The study shows that maximal exercise under normoxic conditions caused a statistically 

significant increase in plasma S1P concentrations in conjunction with HDL. This effect was not 

revealed under high-altitude conditions; moreover, a decrease in S1P and sphingomyelin 

concentrations in erythrocytes was observed after exercise. However, an increment in S1P and 

SM in erythrocytes was demonstrated after a 30-minute rest compared to the post-exercise 

value. In a simulated 30km cycling time trial, a statistically significant post-exercise decrease 

in plasma S1P concentration was observed; moreover, this effect was enhanced under hypoxia. 

In addition, a post-exercise increase in the concentration of dihydrosphingosine and dhS1P, 

both in plasma and in combination with HDL and albumin, as well as in erythrocytes and 

platelets compared to baseline was presented following this submaximal exercise. Oxygen 

availability did not affect the above effects. 

In summary, it can be concluded that prolonged aerobic exercise results in an increase  

in plasma concentrations of dihydrosphingosine–1–phosphate, both in combination with HDL 

and albumin, as a consequence of upgraded production and release of this compound  

in erythrocytes. The same pattern of changes in the dhS1P level was observed regardless  

of oxygen conditions. High-intensity acute exercise performed under normoxic conditions 

caused a rise in plasma S1P in combination with HDL. However, hypoxia prevents the increase 

in plasma S1P following a maximal exercise, which may be due to a reduction in S1P content 

in erythrocytes. 
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