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Zusammenfassende Darstellung

1 Zusammenfassende Darstellung
1.1 Einfuhrung

Die Bedeutung peripherer Chemorezeptoren fur die kardiorespiratorische neuronale
Kontrolle ist seit Jahrzehnten bekannt (Daly et al., 1962; Sato et al., 1992). Die
peripheren Chemorezeptoren, die sich uberwiegend an den Karotisgabelungen auf
Hohe des 4. Halswirbels befinden, reagieren im Wesentlichen auf Sauerstoffmangel
(Buckler, 2015). lhre Auswirkungen auf die Modulation der Atemfrequenz,
insbesondere eine Erhohung dieser, wurden ausfuhrlich untersucht (Paleczny et al.,
2019). Hohe arterielle Sauerstoffwerte fihren zu einer Deaktivierung peripherer
Chemorezeptoren (Lahiri et al., 1981), was mit einer gleichzeitigen Erhdhung der
efferenten parasympathischen Herzkontrolle vergesellschaftet ist, welche zu einer
Abnahme der Herzfrequenz (HF) fuhrt (Lund et al, 1999). Die
Chemorezeptorsensitivitat beeinflusst sowohl den Ausgangswert der autonomen
Grundkontrolle als auch die situationsbezogenen kardiorespiratorischen
Reaktionen und wird bei gesunden Menschen im Wesentlichen innerhalb von
48 Stunden nach dem ersten Atemzug zuruckgesetzt (Bureau et al., 1985). Die
Entwicklung einer pathologisch erhohten Chemorezeptorsensivitat wurde mit einer
erhohten sympathischen Aktivitdt in Verbindung gebracht, die zu diversen
kardiovaskularen Erkrankungen beitragt, darunter Vorhofflimmern, Schlafapnoe,
Herzinsuffizienz und die arterielle Hypertonie (lturriaga et al., 2016). Ein einfacher
klinischer Test genannt hyperoxische kardiale Chemoreflexsensitivitat (CHRS) kann
verwendet werden, um periphere Chemorezeptoren durch Inhalation von reinem
Sauerstoff zu deaktivieren (Meyer et al., 2010a). Er wurde bereits als diagnostisches
und prognostisches Instrument bei verschiedenen Patientenpopulationen
verwendet, aber sein Einfluss auf das autonome Nervensystem (ANS) und die
kardiorespiratorische HF-Steuerung wurde bei gesunden Menschen bisher nicht im
Detail untersucht (Hennersdorf et al., 2002; Meyer et al., 2010b). Wir untersuchten,
wie die akute Deaktivierung peripherer Chemosensoren die ANS-Kontrolle und die
Atemfrequenz bei gesunden Menschen im Vergleich zu sympathischer Stimulation
(Kaltwassertest oder auch  Cold-Pressor-Test genannt, CPT) und
sympathischer/parasympathischer ~ Co-Aktivierung  (Cold-Face-Test, CFT)
verandert. Hypothetisch wurde angenommen, dass entsprechende Adaptationen
des autonomen Nervensystems mit einer Veranderung der Atemfrequenz, als

wichtige physiologische EinflussgrofRe, einhergehen.



Zusammenfassende Darstellung

1.2 Methoden
1.2.1 Studienprotokoll

Junge gesunde Probanden ohne kardiovaskulare Risikofaktoren, Krankheiten oder
medikamentdse Therapie wurden untersucht. Diese verzichteten vor Beginn des
Tests mehr als 24 Stunden auf Sport und Alkohol und mehr als 4 Stunden auf
Nahrung oder Koffein (Rassaf et al., 2012). Um einen vergleichbaren autonomen
Grundtonus zu erreichen und mentale Effekte zu minimieren, ruhten sich die
Probanden vor dem Test mindestens 10 Minuten lang in einer ruhigen Umgebung
in Ruackenlage ohne Kommunikation oder Bewegung aus (Rassaf et al., 2012;
Tulppo et al, 2005). Ale Tests wurden unter standardisierten
Umgebungsbedingungen durchgefuhrt. Die folgenden Tests wurden in
randomisierter Reihenfolge zur Bewertung der ANS-Kontrolle durchgefihrt
(Abbildung 1): (1) Tiefer Atemtest, (2) Inhalation von reinem Sauerstoff
(hyperoxischer CHRS-Test), (3) Cold face test (CFT), (4) Cold pressure test (CPT)
und (5) aktiver Stehtest. Jedem Test folgte eine Ruhezeit von 10 Minuten, um
Einflusse vorhergehender Untersuchungen zu vermeiden (Drexel et al., 2013).
Diese Studie wurde von der Ethikkommission (ClinicalTrials.gov-Kennung:
NCT01262508) genehmigt, die Einwilligung nach Aufklarung wurde von jedem
Probanden eingeholt.

deep cold cold active
baseline breathing* O2* face* pressor* standing*

=  run-in ' recovery I recovery . recovery I recovery I recovery lP

0 10 20 30 40 50 60 70 80 min.

Abbildung 1 Studienprotokoll (Apelt-Glitz et al.: 2022)

Das Studienprotokoll bestand aus einer Baseline-Messung zur Beurteilung der Herzfrequenzvariabilitat sowie
insgesamt 5 Tests zur Beurteilung der autonomen neuralen Kontrolle. Die Tests wurden randomisierter

Reihenfolge mit einer 10-minutigen Erholungsphase vor Beginn und zwischen jedem Test durchgefihrt.

1.2.2 Hamodynamische Schlag-zu-Schlag-Uberwachung

Der Aufbau der hamodynamischen Testung wurde zuvor ausfuhrlich beschrieben

(Drexel et al., 2013). Zur kontinuierlichen Bewertung von Herzfrequenz, Blutdruck,
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Herzzeitvolumen, peripherem Gesamtwiderstand, Herzfrequenzvariabilitat (HRV)
und Blutdruckvariabilitat kam ein digitaler Monitor (Task Force® Monitor,
CNSystems AG, Graz, Osterreich) zum Einsatz. Die Schlag-zu-Schlag-
Herzfrequenzmessung erfolgte mittels eines Zweikanal-EKGs, und das
Schlagvolumen wurde durch modifizierte Impedanzkardiographie berechnet
(Gratze et al.,, 1998). Zusatzlich wurden eine Fingermanschette flr
oszillographische Blutdruckmessungen in 5-Minuten-Intervallen und eine
plethysmographische Schlag-zu-Schlag-Erkennung des Blutdrucks verwendet
(Gole et al., 2011; Meyer et al., 2011). Fur die HRV- und Blutdruckanalyse wurden
die absoluten Blutdruckwerte sowie der Blutdruck mittels Wirkleistungsanalyse
unter Anwendung einer autoregressiven Methodik berechnet (Drexel et al., 2013;
Gratze et al., 2005). Die Hauptspektralkomponenten waren Niederfrequenz (LF,
0,04-0,15 Hz) und Hochfrequenz (HoF 0,15-0,40 Hz), berechnet in absoluten und
normalisierten Werten (Burr, 2007; Drexel et al.,, 2013). Eine Standard-
Patientenuberwachung (Philips Research Europe, IntelliVue MP50, Niederlande)
ermoglichte die Aufnahme eines Elektrokardiogramms (bei 125 Hz), die Beurteilung
der Atemfrequenz (bei 62,5 Hz), des Perfusionsindex und der
Sauerstoffsattigungswerte uber Photoplethysmographen an Ohr und Finger. Die
Signale beider Monitore wurden mit einer Genauigkeit von < 0,01 s synchronisiert
(Drexel et al., 2013).

1.2.3 Bewertung der kardiovaskularen autonomen Kontrolle

Die Herzfrequenzvariabilitdt (HRV) wurde unter Ruhebedingungen fur 5 Minuten
gemal} etablierten Protokollen bewertet, wobei eine Leistungsspektralanalyse und
eine autoregressive Methodik verwendet wurden (Gratze et al., 1998; Niskanen et
al., 2004; Task Force of the European Society of Cardiology and the North American
Society of Pacing and Electrophysiology, 1996). Die spontane Baroreflex-
Sensitivitat, die die Reflexbogen zur Aufrechterhaltung der Herzfrequenz- und
Blutdruckstabilitat widerspiegelt, wurde durch eine Sequenzmethode analysiert, die
die Beziehung zwischen Blutdruckschwankungen und Herzfrequenz untersuchte
(Hilz et al., 2006; Parati et al., 1988). Pathologische Werte wurden entsprechend
bereits etablierter Werte als <9,3 ms/mmHg definiert (Agelink et al., 2001). Beim
Tiefen Atemtest wurde nach 10 Minuten Ruhe in Ruckenlage eine Atemubung Uber

sechs Zyklen von 60 Sekunden durchgefihrt. Hierbei wurde jeweils nach 5
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Sekunden jeweils die Aufforderung zum Ein- bzw. Ausatmen signalisiert. Zur
Auswertung wurde das physiologische Phanomen benutzt, dass es abhangig vom
autonomen Tonus beim Einatmen zu einem Herzfrequenzanstieg und beim
Ausatmen zu einem Herzfrequenzabfall kommt. Dabei wurden die exspiratorisch-
inspiratorische HF-Differenz (E-I-Differenz) und das E/I-Verhaltnis zur Bewertung
der respiratorischen Sinusarrhythmie und der parasympathischen Aktivitat
berechnet (Bernardi et al., 2011). Pathologische Werte wurden als <5 fur die E-I-
Differenz und <1,1 fur das E/I-Verhaltnis definiert (Hilz et al., 2006; Sundkvist et al.,
1979). Der aktive Stehtest bewertete die parasympathischen orthostatischen
Reaktionen nach schnellem Aufstehen aus der Rlckenlage uber 3 Minuten. Die
orthostatische HF-Reaktion wurde als Verhaltnis des kiurzesten RR-Intervalls nach
15 Schlagen zum langsten RR-Intervall innerhalb von 30 Schldgen nach dem
Aufstehen definiert, genannt 30/50 Ratio (Agelink et al., 2001). Zur Bewertung der
peripheren chemosensorischen Funktion wurden zwei Tests verwendet: (1) Der
CPT, bei dem die rechte Hand fur 2 Minuten in Eiswasser (-1°C bis 0°C) eingetaucht
wurde, fuhrte zu einem Anstieg von Blutdruck und Herzfrequenz (Mourot et al.,
2009). (2) Der CFT, bei dem gekuhlte Gelpackungen (-1°C bis 0°C) 2 Minuten lang
auf die okzipitofrontale und maxillare Region aufgelegt wurden, simulierte den
Tauchreflex durch Aktivierung des sympathischen und parasympathischen
autonomen Tonus (Khurana et al., 1980; Tulppo et al., 2005; Hilz et al., 2006).

1.2.4 Hyperoxischer kardialer Chemoreflex-Empfindlichkeitstest

Fir die hyperoxische CHRS-Tests inhalierten die Probanden 5 Minuten lang reinen
Sauerstoff durch eine Nasenmaske mit einer Flussgeschwindigkeit von 5 I/min
(Drexel et al., 2013; Hennersdorf et al., 2001). Die Probanden durften wahrend des
Testzeitraums nicht sprechen oder sich bewegen, um mentale Einflusse zu
minimieren. Kapillarblutproben wurden aus dem Ohrlappchen in Ruhe und nach
Sauerstoffinhalation zur Bestimmung des partiellen  Sauerstoff- und
Kohlendioxiddrucks unter Verwendung eines standardisierten Blutgasanalysators
(Radiometer Copenhagen, Danemark) entnommen. Das durchschnittliche R-R-
Intervall wurde aus 10 aufeinanderfolgenden R-R-Intervallen vor der
Sauerstoffverabreichung zu Beginn und nach § Minuten Sauerstoffinhalation
berechnet. Die Differenz der R-R-Intervalle vor und nach der Sauerstoffinhalation

dividiert durch die Differenz des kapillaren Sauerstoffdrucks wurde als CHRS
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berechnet (Hennersdorf et al., 2002; Meyer et al., 2010b). Nachfolgend wurde eine
umfassende HRV-Analyse entsprechend internationalem Standard erhoben
(Kubios Software, Biosignal Analysis and Medical Imaging Group, Department of

Physics and Mathematics, University of Eastern Finland).

1.3 Ergebnisse

Alle 10 Probanden (7 Frauen, Alter 23 % 1, zwischen 21-26 Jahren;
durchschnittlicher Body-Mass-Index 21 * 1 kg/m?) waren zu Studienbeginn
normoxamisch, normofrequent und eupnoeisch. Alle Probanden hatten keine
kardiovaskularen Vorerkrankungen, kardiovaskularen Risikofaktoren oder
medikamentdse Therapie.

1.3.1 Ausgangswert der kardialen autonomen Kontrolle

Der Tiefe Atemtest und die Kurzzeit-HRV-Messung sowie der Baroreflex-
Sensitivitatstest zeigten bei allen Teilnehmern einen normalen autonomen Tonus in
Ruhe sowie eine normale phasische parasympathische Aktivitat und eine
respiratorische Sinusarrhythmie. Daruber hinaus zeigte der aktive Stehtest ein
physiologisches Verhaltnis von 30/15, was eine normale orthostatische
Herzreaktion bei allen Probanden darstellt.

1.3.2 Kardiovaskulare autonome Kontrolle wahrend hyperoxischer CHRS

Ein Anstieg der HRV, der hauptsachlich dem parasympathischen Tonus (SDNN,
RMSSD, HoF, SD1, pNN50) ahnelte, wurde wahrend der Sauerstoffinhalation und
des CFTs gemessen, jedoch nicht wahrend des CPTs. Der LF-Bereich, der ein Mal}
fur die Baroreflexfunktion darstellt, zeigte wahrend der Sauerstoffinhalation einen
Trend zu hoheren Werten und anderte sich wahrend des CFTs oder des CPTs nicht.
Das LF/HoF-Verhaltnis als Mald fur das sympathovagale Gleichgewicht nahm
wahrend der Sauerstoffinhalation ab und der CFT zeigte eine Zunahme des
parasympathischen Einflusses. Der CPT fuhrte zu einem Anstieg des LF/HF-
Verhaltnisses um 90 %, was eine erhOohte sympathische Aktivitat reflektiert. Die
ubrigen HRV-Parameter wurden wahrend des CPTs nicht signifikant beeinflusst.
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1.3.3 Chemosensorische Deaktivierung geht mit einer Abnahme der
Atemfrequenz einher

Der Sauerstoffpartialdruck stieg nach 5 Minuten reiner Sauerstoffinhalation (pO:2
initial  91+3 gegenuber danach 123+6 mmHg, p<0,001), wobei keine
Kohlendioxidretention oder pH-Anderung beobachtet wurde (pCO2 39+3 gegeniiber
39+4 mmHg, p=0,93; pH 7,43+0,01 gegenuber 7,43+0,01, p=0,37).

Alle Probanden zeigten eine Veranderung der durchschnittlichen HF: Hyperoxische
CHRS-Testung sowie CFT fuhrten zu einer HF-Abnahme (CHRS: 63+3 gegenuber
60+3 min-', p=0,0044; CFT: 61+4 gegenliber 58+4 min', p=0,0134) als Anzeichen
einer erhohten parasympathischen Aktivitat, wahrend die HF wahrend des CPT
erwartungsgemal zunahm (633 gegenlber 69+3 min', p=0,0049). Die
Atemfrequenz nahm lediglich wahrend der hyperoxischen CHRS-Testung ab (1941
gegeniiber 151 min™', p=0,0013) und &anderte sich wahrend des CFT (18%2
gegeniber 18+1 min™', p= 0,3750) oder des CPT (181 gegeniber 18+1 min™', p=
0,8427) nicht.

Der mittelarterielle Blutdruck stieg in allen drei Gruppen an, wobei der starkste
Anstieg wahrend des CPT beobachtet wurde. Begleitet wurde dies von einem
Anstieg des totalen peripheren Widerstands wahrend aller drei Tests, wobei die
Veranderungen wahrend des CPT statistisch nicht signifikant waren. Das
Gesamtherzzeitvolumen wurde in allen drei Gruppen nicht signifikant beeinflusst.
Das Schlagvolumen und die Pulsankunftszeit waren jedoch wahrend des CPT
signifikant verringert, nicht jedoch wahrend der hyperoxischen CHRS-Testung und
des CFT.

1.4 Diskussion

Nach unserem Kenntnisstand geben wir zum ersten Mal Einblicke in die autonome
Regulation, die Herzfrequenz, die Hamodynamik und die Dynamik der
Atemfrequenz wahrend kombinierter hyperoxischer CHRS-, Cold-Face- und Cold-
Pressor-Tests in einer gesunden Kohorte. Die folgenden zentralen Ergebnisse
wurden beobachtet: (1) Wahrend der Deaktivierung peripherer Chemorezeptoren
durch Inhalation von reinem Sauerstoff geht die Herzfrequenz-Abnahme mit
Veranderungen der Herzfrequenzvariabilitat einher, was eine erhOhte
parasympathische Aktivitdt des Sinusknotens zeigt. (2) Das Mal® der
parasympathischen Einflusse sowie die HF-Veranderungen waren wahrend des

hyperoxischen CHRS-Tests und des CFT vergleichbar. (3) Anderungen der
9
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Herzfrequenz-Eigenschaften wahrend der Deaktivierung dieser Chemorezeptoren,
aber nicht wahrend CFT oder CPT, sind ebenfalls mit einer Abnahme der
Atemfrequenz vergesellschaftet, welches die unterschiedlichen physiologischen

Regelsteuerkreise und damit unterschiedliche Wertigkeiten unterstreicht.

1.4.1 Regulation der Atmung durch Chemorezeptoren

Periphere = Chemorezeptoren, insbesondere die  sauerstoffempfindlichen
Glomuszellen im Glomus Caroticus, haben grof3en Einfluss auf die Atmung, sowie
Herz-Kreislaufsteuerung. Sie stimulieren die Atmung bei Normoxie, wahrend
Hyperoxie die chemosensorische Entladung hemmt und den parasympathischen
Einfluss u.a. auf das Herz erhoht. Die Reaktion dieser Rezeptoren auf Anderungen
des Sauerstoffpartialdrucks erfolgt innerhalb von 1-3 Sekunden und wird durch den
Karotissinusnerv initiert (Hertzberg et al., 1987; Somers et al., 1991). Die
Deaktivierung von Chemorezeptoren kann die Grundatemfrequenz reduzieren
(Dejours, 1962; Purves, 1966). In anderen Studien wurde jedoch bei Hyperoxie eine
unveranderte oder erhdohte Atemfrequenz beobachtet, was sehr wahrscheinlich mit
einer langeren Sauerstoffverabreichung (15-80 Minuten) in letzteren Studien
zusammenhangt (Graff et al., 2013; Kizuk et al., 2019). Diese verlangerte Inhalation
konnte die Minutenventilation und den sympathischen Einfluss erhdhen,
moglicherweise durch Ansauerung der zentralen Chemorezeptoren oder direkte
Effekte der Hyperoxie auf das Zentralnervensystem (Becker et al., 1995; Gautier et
al., 1986; Prasad et al., 2020). Daher ist es wichtig, die Atemfrequenz wahrend der
hyperoxischen CHRS-Testung zu erfassen, um sowohl potenziell zentrale sowie
periphere Einflisse besser bewerten zu konnen. Ein "ventilatorischer Baroreflex"
konnte die Atmung unabhangig vom peripheren Chemoreflex beeinflussen, indem
ein Blutdruckanstieg die Barorezeptor-Entladung erhoht und die Atmung reduziert
(Stewart et al., 2011). Anderungen des mittelarteriellen Drucks koénnen die
Atemfrequenz beeinflussen, jedoch war der Blutdruckanstieg wahrend der
hyperoxischen CHRS-Testung minimal, was einen ventilatorischen Baroreflex-Effekt
auf die Atemfrequenz in dieser Kohorte unwahrscheinlich macht (Stewart et al.,
2011; Whelan et al., 1953). Die Interaktion zwischen kardiopulmonalen
parasympathischen und sympathischen Afferenzen sowie Chemorezeptor-
Afferenzen in zentralen Regionen zeigt keine Veranderung der Atemfrequenz bei

Co-Aktivierung (CFT) oder isolierter sympathischer Aktivierung (CPT) im
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Ruhezustand. Erkrankungen wie arterielle Hypertonie und Herzinsuffizienz sind
jedoch mit einer erhdhten chemosensorischen Uberempfindlichkeit und einer
Uberaktivierung des sympathischen ANS verbunden (Fisher et al., 2015; Guyenet,
2014; lturriaga et al.,, 2021; Iturriaga et al., 2016). Die Kombination von
hyperoxischem CHRS-Test und CFT/CPT konnte eine genauere Charakterisierung
dysfunktionaler Reflexb6gen und damit vertieftem Verstandnis der physiologischen
Regulation ermdglichen. Bedeutsam konnte dies z.B. fur die Selektion (und
Erfolgspradiktion) Betroffener sein, welchen eine neuromodulatorische Therapie
(renale Denervation, pulmonalarterielle Denervation, Baro-Stimulation u.a.)

angeboten werden soll.

1.4.2 Einfluss der Chemorezeptor-Deaktivierung auf Herzfrequenz und
hamodynamische Kontrolle

Die Auswirkungen der Deaktivierung peripherer Chemosensoren auf die
parasympathische Herzfrequenzkontrolle sind sowohl bei gesunden als auch
kranken Individuen gut dokumentiert (Gole et al., 2011; Lund et al., 1999; Milone et
al., 1999). Daly und Bondurant (1961) zeigten, dass Sauerstoffinhalation zu einer
Herzfrequenzsenkung fuhren kann, was auf einen erhdhten parasympathischen
Einfluss hinweist, der Uber Chemorezeptoren-Afferenzen ins Zentralnervensystem
gelangt (Daly et al., 1962; Gole et al., 2011; Guyenet, 2014; Montano et al., 1998;
Seals et al.,, 1991). Mechanische Atmungsvorgange beeinflussen ebenfalls die
Herzfrequenz-Dynamik, wobei die Atemfrequenz und das Atemzugvolumen
wahrend der Hyperoxie sinken. Dies fuhrt zu einer geringeren Rezeptorentladung
und verringerten Hemmung des Vagustonus, was die Herzfrequenz zusatzlich senkt
(Schelegle et al., 2001; Siniaia et al., 2000). Hyperoxie kann auch direkt die
Hamodynamik beeinflussen, indem sie reaktive Sauerstoffverbindungen erzeugt,
die die Herzleistung verringern und den peripheren GefalRwiderstand erhohen (Graff
et al., 2013; Mak et al., 2001). Interessanterweise berichtete eine Studie Uber keine
Veranderung der Herzfrequenz und -variabilitat bei Hyperoxie, obwohl bei
kontrollierter Atmung eine erhohte parasympathische Aktivitat beobachtet wurde
(Graff et al.,, 2013; Gole et al., 2011; Lund et al., 1999). Unterschiede in den
Studienergebnissen konnten durch unterschiedliche Effekte der Dauer der
hyperoxischen Exposition auf zentrale Chemorezeptoren und vaskulare Reaktionen
erklart werden (Prasad et al., 2020; Sinski et al., 2014; Graff et al., 2013).

Barorezeptoren, die die Blutdruckdynamik modulieren, konnten ebenfalls die
11
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periphere chemorezeptorische Herzfrequenzkontrolle beeinflussen (Honzikova et
al., 2016; lturriaga et al., 2021). Eine erhohte Barorezeptoraktivitat kann den
Chemoreflex abschwachen, besonders bei Hyperoxie, wo die Baroreflexsensibilitat
erhoht sein kann (lturriaga et al., 2021; Waring et al., 2003). In unserer Kohorte
zeigten alle Patienten eine physiologische Baroreflexsensibilitat wahrend des
aktiven Stehtests, und ein pathologischer Einfluss des Baroreflex auf die
Herzfrequenzabnahme erschien unwahrscheinlich, da die Blutdruckwerte wahrend
der Tests stabil blieben (Honzikova et al., 2016). Die Effekte des CFT und CPT auf
die Hamodynamik unterscheiden sich von denen der hyperoxischen CHRS-Tests.
Der CFT fuhrt zu einer erhohten parasympathischen Antwort und gleichzeitig zu
einer sympathischen Antwort, was zu einer Herzfrequenzsenkung und einem
Blutdruckanstieg durch periphere Vasokonstriktion fuhrt (Khurana et al., 1980; Hilz
et al., 2006). Der CPT induziert eine Sympathikuserregung, die sowonhl
Herzfrequenz als auch Blutdruck erhoht (Hilz et al., 2006). In unserer Kohorte waren
die Veranderungen in Herzfrequenz, Blutdruck und peripherem Widerstand
zwischen der hyperoxischen CHRS-Testung und dem CFT ahnlich. Das
unterschiedliche Zusammenspiel der Reflexbdgen konnte diese Ergebnisse
erklaren, wobei sowohl sympathoexzitatorische als auch sympathoinhibitorische
Effekte beteiligt sind (Wang et al.,, 2006; Iturriaga et al., 2021). Ein besseres
Verstandnis der autonomen Reflexbogen bei verschiedenen kardiovaskularen
Erkrankungen konnte durch die Kombination von Parasympathikus- und
Sympathikus-Aktivierung wahrend dieser Tests verbessert werden.

1.4.3 Klinische Implikationen

Da das autonome Nervensystem ein wichtiger Regulator der kardiorespiratorischen
Kontrolle ist, werden derzeit verschiedene neurowissenschaftlich getriebene
therapeutische Interventionen untersucht (Hanna et al., 2021). Pharmakologische
und neuronale modulierende Therapien, die auf die chemosensorische Funktion
abzielen, wurden entwickelt und werden derzeit in verschiedenen
Patientenpopulationen untersucht (Ardell et al., 2016). Pathologische HF-, HRV-
und hamodynamische Veranderungen wahrend hyperoxischer CHRS-Testungen
wurden bei verschiedenen Herz-Kreislauf-Erkrankungen beschrieben (Drexel et al.,
2013; Mak et al., 2001; Sinski et al., 2014). Die pharmakologische Blockade
peripherer Chemorezeptoren wurde als mogliche Therapieoption bei Patienten mit
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essentieller Hypertonie beschrieben (Pijacka et al., 2016), was die Bedeutung der
Chemorezeptoren zusatzlich unterstreicht. Autonome Funktionstests unter
Berucksichtigung verschiedener Reflexbogen konnten den Weg fur ein tieferes
Verstandnis solcher sich entwickelnder Therapien ebnen. Daruber hinaus kdnnte es
eine rechtzeitige gezielte Neuromodulation und eine verbesserte Uberwachung
wahrend der Nachsorge ermdglichen.

1.5 Einschrankungen

Diese Studie an jungen gesunden Erwachsenen hat mehrere Einschrankungen.
Erstens wurden nur die Atemfrequenz, aber keine weiteren Atmungsparameter
untersucht, was die Ergebnisse beeinflussen konnte. Die Untersuchungen erfolgten
unter streng kontrollierten Bedingungen an einer kleinen Gruppe, wodurch die
Ubertragbarkeit auf verschiedene Probanden- und Patientenpopulationen unklar
bleibt. Auch kdnnten sich die beobachteten Veranderungen in der Herzfrequenz mit
zunehmendem Alter andern. Aul3erdem ist zu erwahnen, dass sich die Dauer des
hyperoxischen CHRS-Tests und des CFT/CPT unterschied. Wir konnen daher eine
mogliche Verzerrung aufgrund unterschiedlicher Testdauern, die das autonome und
hamodynamische Gleichgewicht beeinflussen, nicht sicher ausschlieen (Donati et
al., 2017; Kiss et al., 2002). Instationaritat kann die HRV-Messung beeinflussen
(Magagnin et al., 2011). Die optimale Zeitspanne fur die kurzzeitige Hyperoxie bleibt
unklar und erfordert weitere Untersuchungen. Eine detaillierte Differenzierung des
Einflusses der Herzfrequenzabnahme war aufgrund der kleinen StichprobengroflRe
nicht moglich (Boyett et al., 2019). Einige HRV-Parameter erfordern
unterschiedliche Analysezeitraume. Es wurden mehrere klinische Studien
veroffentlicht, die die klinische Relevanz auch wahrend einer kurzfristigen HRV-
Bewertung belegen (Rodriguez et al., 2007; Yeh et al., 2009). Dennoch sind weitere
Studien notig, um die Kurzzeit-HRV-Interpretation zu optimieren (Kuusela, 2012;
Shaffer et al., 2017; Miao, 2007).

1.6 Fazit

Anderungen der Herzfrequenz-Eigenschaften wahrend der Deaktivierung
peripherer Chemorezeptoren, aber nicht wahrend des CFT oder des CPT, gehen
bei gesunden Menschen mit einer Abnahme der Atemfrequenz einher. Dies

unterstreicht die Notwendigkeit einer Beurteilung der Atemfrequenz bei der
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Bewertung von Anpassungen der kardiorespiratorischen Chemorezeptorkontrolle.
Daruber hinaus kann die Kombination von hyperoxischen CHRS-Tests mit
autonomen Manovern mit sympathischer/parasympathischer Co-Aktivierung (CFT)
und gezielter sympathischer Aktivierung (CPT) zusatzlich detaillierte Einblicke in die
Zusammenhange von sympathoinhibitorischen/sympathoexzitatorischen
Reflexbogen wahrend autonomer Tests am Krankenbett ermdglichen. Mit dieser
Studie liefern wir Ergebnisse in einer einzigen gesunden Kohorte fur alle drei

Manover.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: The importance of peripheral chemoreceptors for cardiorespiratory neural control is known for
Hyperoxia decades. Pure oxygen inhalation deactivates chemoreceptors and increases parasympathetic outflow. However,
Peripheral chemoreceptors the relationship between autonomic nervous system (ANS) activation and resulting respiratory as well as heart
rate (HR) dynamics is still not fully understood.

Methods: In young adults the impact of (1) 100 % pure oxygen inhalation (hyperoxic cardiac chemoreflex
sensitivity (CHRS) testing), (2) the cold face test (CFT) and (3) the cold pressor test (CPT) on heart rate variability

(HRV), hemodynamics and respiratory rate was investigated in randomized order. Baseline ANS outflow was

Respiratory rate
Autonomic nervous system
Heart rate variability

determined assessing respiratory sinus arrhythmia via deep breathing, baroreflex sensitivity and HRV.
Results: Baseline ANS outflow was normal in all participants (23 = 1 years, 7 females, 3 males). Hyperoxic CHRS
testing decreased HR (after 60 = 3 vs before 63 = 3 min—!, p = 0.004), while increasing total peripheral
resistance (1053 + 87 vs 988 + 76 dyne*s + m?/cm?, p = 0.02) and mean arterial blood pressure (93 + 4 vs 91
+ 4 mm Hg, p = 0.02). HRV indicated increased parasympathetic outflow after hyperoxic CHRS testing
accompanied by a decrease in respiratory rate (15 = lvs 19 = 1 min—!, p = 0.001). In contrast, neither CFT nor
CPT altered the respiratory rate (18 = 1 vs 18 £ 2 min—', p = 0.38 and 18 + 1 vs 18 = 1 min—!, p = 0.84,
respectively).

Conclusion: Changes in HR characteristics during deactivation of peripheral chemoreceptors but not during the
CFT and CPT are related with a decrease in respiratory rate. This highlights the need of respiratory rate
assessment when evaluating adaptations of cardiorespiratory chemoreceptor control.

studied (Paleczny et al., 2019). Meanwhile, high arterial oxygen levels
1. Introduction lea(.i to a deactivation ofl.)e?iphera% chemor‘eceptors (Lal.qiri cl.al., 198 l.),
which has been mechanistically linked with a concomitant increase in
afferent parasympathetic cardiac outflow leading to a heart rate (HR)
decrease (Lund et al., 1999). The chemoreceptor sensitivity influences
baseline discharge as well as cardiorespiratory responses and is essen-
tially reset within 48 h after initial breathing in healthy humans (Bureau

et al., 1985). However, a development of pathologically increased

The importance of peripheral chemoreceptors for cardiorespiratory
neural control is known for decades (Daly and Bondurant, 1962; Sato
et al., 1992). Mostly located at the carotid bifurcation, peripheral che-
moreceptors respond primarily to hypoxia (Buckler, 2015) and their
impact on triggering increased respiratory rate has been extensively
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Abbreviations

ANS Autonomic nervous system

CFT Cold face test

CPT Cold pressor test

CHRS  Cardiac chemoreflex sensitivity

DFA1 al detrended analysis of fluctuation

HF High frequency

HR Heart rate

HRV Heart rate variability

LF Low frequency

pNN50  Percentage of intervals with over 50 ms deviation
compared to the previous interval

REC Recurrence rate

RMSSD Square root of the mean square deviation successive RR-
interval differences

SampEn Sample entropy

SD1 Standard deviation of the Poincare plot analysis

SDNN Standard deviation of all RR-intervals

chemoreceptor sensitivity has been associated with higher sympathetic
outflow contributing to several cardiovascular diseases including sleep
apnea, heart failure and arterial hypertension (Iturriaga et al., 2016).

A simple clinical bedside test (hyperoxic cardiac chemoreflex sensi-
tivity (CHRS)) can be used to provoke peripheral chemosensor deacti-
vation by inhalation of pure oxygen (Meyer et al., 2010a). It has been
used as a diagnostic and prognostic tool in several patient populations,
but its relation to the autonomic nervous system (ANS) and cardiore-
spiratory HR control has not been studied in detail in healthy humans
(Hennersdorf et al., 2002; Meyer et al., 2010b). Therefore, we investi-
gated how acute deactivation of peripheral chemosensors alters ANS
control and the respiratory rate in healthy humans in comparison to
sympathetic stimulation (cold pressor test, CPT) and sympathetic/
parasympathetic co-activation (cold face test, CFT).

2. Methods
2.1. Study protocol

Young healthy subjects without prior history of cardiovascular risk
factors, diseases or drug therapy were enrolled. Before testing started,
subjects abstained >24 h from exercise and alcohol as well as >4 h from
food or caffeine intake (Rassaf et al., 2012). For establishment of com-
parable baseline autonomic tone, subjects rested in a quiet environment
in a supine position for at least 10 min without communication or
movement to minimize mental effects before testing (Rassafetal., 2012;
Tulppo et al., 2005). All tests were conducted under standardized sur-
rounding conditions and test results were excluded in case of poor signal
quality, outside interference or lacking patient compliance during ma-
neuvers. The following tests were performed in a random order for

deep

baseline breathing*

2%
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assessment of ANS control (Fig. 1): (1) Deep breathing test, (2) pure
oxygen breathing (hyperoxic CHRS testing), (3) CFT, (4) CPT and (5)
active standing test. Each test was followed by a resting period of 10 min
to prevent influences of preceding interventions (Drexel et al., 2013).
This study was approved by the local ethics committee (ClinicalTrials.
gov identifier: NCT01262508) and informed consent was obtained
from each subject.

2.2. Hemodynamic beat-to-beat monitoring

The hemodynamic assessment setup was previously described in-
depth (Drexel et al., 2013). In brief, a digital monitor (Task Force®
Monitor, CNSystems AG, Graz, Austria) was used for continuous
assessment of HR, blood pressure, cardiac output, total peripheral
resistance, heart rate variability (HRV) and blood pressure variability.
Beat-to-beat HR measurement was conducted with a two-channel ECG,
while stroke volume was calculated using modified impedance cardi-
ography (Gratze et al., 1998). Additionally, a finger cuff was used for
oscillographic measurements of blood pressure at intervals of 5 min and
beat-to-beat plethysmographic recognition of blood pressure (Gole
etal., 2011; Meyer et al., 2011).

Additional standard patient monitoring was established (Philips
IntelliVue MP50) for acquirement of an electrocardiogram (at 125 Hz)
and further assessment of the respiratory rate (at 62.5 Hz), perfusion
index and oxygen saturation levels via two photo plethysmographs
applied to ear and finger. Signals of both monitors were consecutively
synchronized with an accuracy of <0.01 s (Drexel et al., 2013).

2.3. Assessment of cardiovascular autonomic control

Short-term HRV and blood pressure variability was assessed in
resting conditions for a total duration of 5 min according to established
protocols based on power spectral analysis with application of an
autoregressive methodology (Gratze et al., 1998; Niskanen et al., 2004;
Task Force of the European Society of Cardiology and the North Amer-
ican Society of Pacing and Electrophysiology, 1996). Main spectral
components were low frequency (LF, 0.04-0.15 Hz) and high frequency
(HF, 0.15-0.40 Hz) calculated in absolute and normalized values (Burr,
2007; Drexel et al., 2013). Sample entropy was assessed to estimate non-
stationarity of obtained HRV data (Shaffer and Ginsberg, 2017). Arti-
facts and premature contractions were extracted during analysis of HR
and HRV (Task Force of the European Society of Cardiology and the
North American Society of Pacing and Electrophysiology, 1996).

Furthermore, the spontaneous baroreflex sensitivity was quantified.
The baroreflex resembles the most important reflex arc for short-term
HR and blood pressure stability and can indicate phasic para-
sympathetic tone. A sequence method was applied analysing the rela-
tionship between spontaneous variations in blood pressure and HR
under resting conditions (Hilz and Diitsch, 2006; Parati et al., 1988).
Values <9.3 ms/mm Hg were defined as pathological (Agelink et al.,
2001).

The deep breathing test was started with a resting phase of 10 min in
a supine position. Afterwards, subjects were guided by an acoustic signal

active
standing*

cold
pressor

cold
face*

{ run-in I recovery i recovery I recovery l recovery I recovery }

0 10 20 30 40

Fig. 1. Study protocol.

80 min.

The study protocol consisted of one baseline measurement for assessment of heart rate variability as well as a total of 5 tests for assessment of autonomic neural

control. Tests were conducted in a random order with a 10 min recovery period before onset and in between each test.
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to deeply inhale and exhale for 5 s, each within a total of six breathing
cycles and 60 s total testing time (Drexel et al., 2013). Consecutively, the
expiratory-inspiratory HR difference (E-I difference, difference between
maximum and minimum HR) and the expiratory-inspiratory HR ratio
(E/I ratio, ratio of the mean maximum and mean minimum HR) were
calculated (Bernardi et al., 2011), indicating maximum respiratory sinus
arrhythmia and phasic parasympathetic outflow (Shykoff et al., 1991).
Pathological values were defined as <5 for E-I difference and <1.1 for E/
I ratio (Hilz and Diitsch, 2006; Sundkvist et al., 1979).

The active standing test assesses initial parasympathetic orthostatic
responses during postural change (Hilz and Diitsch, 2006). Subjects
were asked to quickly stand up out of a supine position for a duration of
3 min. The orthostatic HR response was defined as the ratio of the
shortest RR interval after 15 beats and longest RR interval within 30
beats after standing up (30/15 ratio) (Agelink et al., 2001).

The relationship of peripheral chemosensory function to sympathetic
or parasympathetic activation was evaluated: (1) The CPT consisted of
immersion of the right hand in ice water (—1 °C to 0 °C) for 2 min
(Mourot et al., 2009). Afferent sympathetic activation is transmitted via
peripheral pain and temperature skin fibers to the spinothalamic tract,
resulting in an increase in blood pressure and HR (Hilz and Diitsch,
2006). (2) The CFT consisted of refrigerated gel packs (—1 to 0 °C) being
applied to the occipitofrontal and maxillary region for 2 min while
avoiding ocular contact to prevent an oculocardiac reflex (Khurana
etal., 1980; Tulppo et al., 2005). This results in simultaneous activation
of efferent peripheral sympathetic and cardiac parasympathetic auto-
nomic tone via the trigeminal-brainstem-vagal reflex arc, simulating the
diving reflex (Hilz and Diitsch, 2006; Khurana et al., 1980).

2.4. Hyperoxic cardiac chemoreflex sensitivity testing

Patients were advised to inhale pure oxygen through a nasal mask at
a rate of 5 /min for 5 min for hyperoxic CHRS testing (Drexel et al.,
2013; Hennersdorf et al., 2001). Subjects were not allowed to talk or to
move during the testing period to minimalize mental influences. Capil-
lary blood samples were taken from the earlobe at rest and after oxygen
inhalation for partial oxygen and carbon dioxide pressure determination
using a standardized blood gas analyzer (Radiometer Copenhagen,
Denmark). The mean R-R interval was calculated out of 10 consecutive
R-R intervals before oxygen administration at baseline and after 5 min of
oxygen inhalation. The difference of the R-R intervals before and after
oxygen inhalation divided by the difference of capillary oxygen pressure
was calculated as the CHRS. A CHRS below 3.0 ms/mm Hg was defined
as pathological (Hennersdorf et al., 2002; Meyer et al., 2010b).

2.5. Statistical analysis

Continuous variables are presented as mean * standard error of the
mean, frequencies and percentages are given for categorical data. Sta-
tistical analysis was performed using GraphPad Prism 5® (GraphPad
Inc., La Jolla, California, USA) and SPSS software (Version 12.0.1, IBM,
Armonk, NY, USA). For analysis of HRV data, the Kubios HRV Software
was used (version 2.0, Biosignal Analysis and Medical Imaging Group,
Department of Physics and Mathematics, University of Eastern Finland).
For calculation of differences of continuous data, either Student's #-test
or ordinary one-way ANOVA tests were conducted for parametric data.
For non-parametric data, either the Mann-Whitney-U test or Kruskal-
Wallis test were applied. A p-value < 0.05 was considered statistically
significant.

3. Results

All 10 subjects (7 females, mean age 23 = 1, range 21-26 years;
mean body mass index 21 * 1 kg/m?) were normoxemic, normofre-
quent and eupnoeic at baseline. All subjects had no history of cardio-
vascular disease, cardiovascular risk factors or drug therapy.
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3.1. Baseline cardiac autonomic control

Results of baseline cardiovascular ANS evaluation are displayed in
Table 1. The deep breathing test and short-term HRV measurement as
well as baroreflex sensitivity testing indicated normal autonomic tone at
rest as well as normal phasic parasympathetic outflow and respiratory
sinus arrhythmia in all participants. Moreover, the active standing test
revealed a physiologic 30/15 ratio representing a normal orthostatic
cardiac response in all subjects.

3.2. Cardiovascular autonomic control during hyperoxic CHRS

Table 2 displays HRV during CHRS, CFT and CPT testing. An increase
in HRV mainly resembling parasympathetic tone (SDNN, RMSSD, HF,
SD1, pNN50) was registered during oxygen inhalation and CFT but not
during the CPT. The LF band, indicating baroreflex function, showed a
trend towards higher values during oxygen inhalation and did not
change during the CFT or CPT. The LF/HF ratio, as a measure of sym-
pathovagal balance, decreased during oxygen inhalation and the CFT
indicating a shift towards parasympathetic outflow. However, the CPT
resulted in an increase of the LF/HF-ratio by 90 % representing
increased sympathetic outflow. The remaining HRV parameters were
not significantly influenced during the CPT.

3.3. Chemosensory deactivation is accompanied by a decrease in
respiratory rate

Table 3 displays an overview on hemodynamic parameters during
hyperoxic CHRS testing, CFT and CPT. The partial oxygen pressure
increased after 5 min of pure oxygen inhalation (pO, before 91 = 3 vs
after 123 = 6 mm Hg, p < 0.001), with no carbon dioxide retention or
change of pH observed (pCO, 39 = 3 vs 39 = 4 mm Hg, p = 0.93; pH
7.43 £ 0.01 vs 7.43 = 0.01, p = 0.37).

Fig. 2 displays HR and respiratory rate dynamics during CHRS
testing, CFT and CPT. All subjects showed a change in mean HR:
Hyperoxic CHRS as well as CFT resulted in a HR decrease (CHRS: 63 + 3
vs 60 = 3 min—!, p = 0.0044; CFT: 61 + 4 vs 58 = 4 min—', p = 0.0134)
as evidences of increased parasympathetic outflow, whereas the HR
increased during the CPT (63 + 3 vs 69 = 3 min—!, p = 0.0049). How-
ever, the respiratory rate only decreased during hyperoxic CHRS (19 + 1
vs 15 = 1 min—', p = 0.0013) and was not altered during CFT (18 + 2 vs

18 = 1 min—!, p = 0.3750) or CPT (18 = 1 vs 18 + 1 min—', p = 0.8427).

Mean blood pressure increased in all three groups, with the highest

Table 1
Baseline cardiovascular autonomic nervous system evaluation.

Deep breathing

E-I difference [min—!] (pathological: <5) 239 +22

E-I ratio (pathological: <1.1) 2.26 = 0.37
Active standing

30/15 Ratio (pathological: <1.09) 1.55+ 0.07
Heart rate variability

SDNN [ms] 55+ 8

RMSSD [ms] 50 +£9

PNNS50 [%] 26+ 7

HF [ms?] 1050 + 345

LF [ms?] 1437 + 620

LE/HF 1.2 +02

SD1 [ms] 35+ 6

REC [%] 28+ 1

SampEn 1.7 £ 0.1
Baroreflex sensitivity [ms/mm Hg] (pathological: <9.3) 244 +£52

Values are mean = standard error. E-I, expiration-inspiration; HF, high fre-
quency band; LF, low frequency band; pNNS50, percentage of intervals with over
50 ms deviation compared to the previous interval, REC, recurrence rate;
RMSSD, square root of the mean square deviation successive RR-interval dif-
ferences; SampEn, sample entropy; SDNN, standard deviation of all RR-intervals;
SD1, standard deviation of the Poincare plot analysis.
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Table 2
Heart rate variability during hyperoxic CHRS testing, CPT and CFT.

Autonomic Neuroscience: Basic and Clinical 241 (2022) 103009

Oxygen inhalation

Cold face test Cold pressor test

Before O2 After O2 P value Before After P value Before After P value
Time domain SDNN [ms] 59+8 67+9 0.0075 52+ 7 54+9 07762 55+ 6 55+ 8 0.8833
RMSSD [ms] 52+ 8 64 + 10 0.0039 46 += 8 59 + 12 0.0394 50+ 8 45+ 9 0.4155
PNN50 [%] 29+ 7 347 0.0370 30+9 39+8 00181  26%8 237 0.3872
Frequency domain HF [ms®] 1066 + 345 2100 = 592 0.0039 905 + 364 1937 + 846 0.0419 1305 + 469 827 + 317 0.2738
LF [ms®] 1180 + 380 1650 + 442 0.0540 1194 + 547 1150 + 434 0.8125 1253 + 473 1690 + 996 0.4764
LF/HF 1.2+03 0.8 0.1 0.0117 1.4 +02 0.8 +02 0.0276 1.2+02 23+06 0.0436
Nonlinear domain SDI1 [ms] 37+6 46 + 7 0.0059 33+6 42+38 0.0394  35+6 32+7 0.4179
REC [%] 20+ 1 25+ 1 0.0199 20+ 4 22 +3 0.0636 29+ 4 32+3 0.4798
SampEn 1.7+ 0.1 1.6 = 0.1 0.01735 1.7 = 0.1 1.8 0.1 0.2261 1.6 £ 0.1 1.5+ 0.1 0.0504
DFA1 0.98 = 0.07 0.82 + 0.06 0.0003 1.01 = 0.07 0.76 = 0.08 0.0340 0.99 + 0.05 1.13 = 0.24 0.1578
Values are mean + standard error. DFA1, ol detrended analysis of fluctuation. See Table | for further abbreviations.
Table 3
Hemodynamic parameters during autonomic nervous system stimulation.
Oxygen inhalation Cold face test Cold pressor test
Before O2 After O2 P value Before After P value Before After P value
RR-Interval [ms] 998 + 24 1029 + 26 0.0020 1013 £ 77 1059 + 82 0.0156 975 = 53 891 = 35 0.0236
Systolic blood pressure [mm Hg] 124 £ 6 126 = 6 0.0472 120 £ 6 122+ 6 0.1913 127 £ 5 137 £ 5 0.0020
Diastolic blood pressure [mm Hg] 76 £ 3 78 £ 3 0.0470 733 75+ 3 0.0027 78 £ 3 88 + 4 0.0003
Mean blood pressure [mm Hg] 91 = 4 93 + 4 0.0195 88 + 4 90 £ 4 0.0028 93 + 4 104 £ 5 0.0004
Total peripheral resistance [dyne*s + m%cm?] 988 = 76 1053 + 87 0.0247 920 = 118 971 = 130 0.0173 1039 + 89 1156 £ 79 0.0588
Stroke volume [ml] 120 = 7 121 7 0.4322 128 £ 6 130+ 5 0.3937 116 = 7 108 = 8 0.0355
Cardiac Output [I/min] 7.4+04 72+04 0.2001 7.8 0.5 7.6 =05 0.1648 73 +04 73+04 0.9914
Pulse arrival time [ms] 268 + 5 270 + 5 0.1926 268 + 7 272 + 6 0.1070 268 + 5 259 + 5 0.0030
Values are mean =+ standard error.
4. Discussion
751
Kk Fk *
A — - To our knowledge, we provide insights into autonomic outflow, HR,
. 704 o hemodynamic and respiratory rate dynamics during combined hyper-
‘TC =2 oxic CHRS testing, CFT and CPT in a single healthy cohort for the first
E 65 g'- time. The following major findings were observed: (1) During deacti-
Q < vation of peripheral chemoreceptors by inhalation of pure oxygen, a HR
o 604 91 decrease is related with changes in HRV supporting increased para-
% LD\ sympathetic sinus nodal control. (2) The degree of parasympathetic
% 3. outflow as well as HR changes were similar during hyperoxic CHRS
%51 :L testing and the CFT. (3) Changes in HR characteristics during deacti-
= vation of these chemoreceptors but not during CFT or CPT are also
50- associated with a decrease in respiratory rate.
heart resp. heart resp. heart resp.
rate  rate rate rate rate  rate
CHRS CFT CPT 4.1. Chemoreceptor regulation of breathing
O Baseline = Autonomic stimulation Peripheral chemoreceptors are the main gateway for oxygen to in-

Fig. 2. Heart and respiratory rate during hyperoxic CHRS testing, CFT and CPT.
Mean heart rate (HR) and respiratory rate are displayed during hyperoxic
chemoreflex sensitivity (CHRS) testing in comparison to the cold face test (CFT)
and cold pressor test (CPT). A significant decrease in HR during CHRS and CFT
and a significant increase in HR during CPT was observed. Meanwhile, respi-
ratory rate decreased during CHRS but not during CFT and CPT.

CFT, cold face test; CHRS, hyperoxic cardiac chemoreflex sensitivity; CPT, cold
pressor test; resp. rate, respiratory rate. *p < 0.05; **p < 0.01.

increase observed during the CPT. This was accompanied by an increase
of the total peripheral resistance during all three tests, with changes not
reaching statistical significance level during the CPT (Mann-Whitney U
test, p = 0.06). Overall cardiac output was not influenced in all three

groups. However, stroke volume and pulse arrival time were signifi-
cantly decreased during the CPT (p = 0.036; p = 0.003) but not during
hyperoxic CHRS and CFT.

fluence respiration (Prabhakar and Peng, 2004). Oxygen sensing glomus
cells located in the carotid bodies tonically stimulate ventilation during
normoxia, while hyperoxia inhibits chemosensory discharge increasing
parasympathetic outflow. The rapid response of peripheral chemo-
sensors to changes in oxygen partial pressure occurs within 1-3 s
(Hertzberg and Lagercrantz, 1987) and resulting circulatory adaptations
are mainly initiated by close synaptic contact with the carotid sinus
nerve (Somers et al., 1991). Chemoreceptor deactivation has been found
to reduce baseline ventilation (Dejours, 1962; Purves, 1966). Surpris-
ingly, unchanged or even an increased respiratory rate have been
observed during hyperoxia in healthy populations (Graff et al., 2013;
Kizuk et al., 2019; Lund et al., 1999; Sinski et al., 2014). In these studies,
oxygen was applied over a longer time period (15—80 min) compared to
our setup. This is important since prolonged high hyperoxic exposure
has been found to increase minute ventilation and sympathetic outflow.
Mechanistically this might be related with central chemoreceptor acid-
ification secondary to reduced buffering of oxygenated haemoglobin
(Haldane effect) and direct effects of hyperoxia on the central nervous
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system. This has been observed in healthy cohorts as well as after sur-
gical carotid chemodenervation (Becker et al., 1995; Gautier et al.,
1986; Prasad et al., 2020). Therefore, assessment of the respiratory rate
during hyperoxic CHRS testing appears to be of importance for evalu-
ation of central influences beyond transient peripheral chemoreceptor
deactivation alone.

A close interaction between baroreflex and chemoreflex arcs has
been described for cardiovascular and autonomic outflow as well as
ventilatory control. A “ventilatory baroreflex” has been proposed
influencing respiration independent of the peripheral chemoreflex, as
increased blood pressure leads to increased baroreceptor unloading and
a drop in ventilation (Stewart et al., 2011). Changes of only 10-20 % of
the mean arterial pressure may impact the respiratory rate mediated via
altered autonomic outflow (Stewart et al., 2011; Whelan and Young,
1953). However, the mean arterial blood pressure increased by only 2
mm Hg (2 %) during hyperoxic CHRS and CFT and up to 11 mm Hg (12
%) during the CPT. As the respiratory rate was only influenced during
hyperoxic CHRS testing and mean blood pressure changes here were
only minor, this may rule out a possible ventilatory baroreflex effect on
the respiratory rate in this cohort.

Cardiopulmonary parasympathetic and sympathetic spinal afferents
confluent with chemoreceptor afferents in central pontine and supra-
pontine regions during cardiorespitatory control (Fisher et al., 2015;
Guyenet, 2014; Tturriaga et al., 2021). We did not observe any change of
the respiratory rate during sympathetic and parasympathetic coac-
tivation (CFT) or isolated sympathetic activation (CPT) at rest. However,
several diseases such as arterial hypertension and heart failure have
been associated with an abnormally enhanced chemosensory input to
the brainstem and an overactivation of the sympathetic ANS (Iturriaga
et al., 2016). Here, a combination of hyperoxic CHRS testing and CFT/
CPT may allow for a more detailed characterization and discrimination
of possibly dysfunctional reflex arcs.

4.2. Influence of chemoreceptor deactivation on heart rate and
hemodynamic control

It has been known for years that the impact of peripheral chemo-
sensor deactivation is mechanistically linked with parasympathetic HR
control in health and disease (Gole et al., 2011; Lund et al., 1999; Milone
etal., 1999).1In 1961 Daly and Bondurant demonstrated for the first time
that oxygen breathing in normal subjects can cause a decrease in HR
(Daly and Bondurant, 1962). Here, increased parasympathetic outflow is
mediated via excitatory chemoreceptor afferents transmitted to the
petrosal ganglia, ultimately reaching the central nervous system
including the cardiovagal neurons in the nucleus ambiguus (Gole et al.,
2011; Guyenet, 2014; Montano et al., 1998; Seals et al., 1991).

Additionally, mechanical ventilatory mechanisms influence HR dy-
namics. Respiration is known to influence the respiratory sinus
arrhythmia, an important mechanism known to improve cardio-
pulmonary energy efficiency by “saving heartbeats” (Brown et al.,
1993; Hayano et al., 1996). Of interest, hyperoxia goes along with a
reduction in tidal volume, respiratory rate and minute ventilation within
30-60 s (Dejours, 1962; Prasad et al., 2020). According to the Hering-
Breuer reflex, lower pulmonary stretch receptor activation during
inspiration results in less inhibition of the nucleus ambiguus which in-
creases parasympathetic tonic inhibition of sympathetic HR control and
consecutively reduces HR (Schelegle and Green, 2001; Siniaia et al.,
2000). This contributes to observed HR decrease additionally to the
reduced respiratory rate during hyperoxic CHRS testing. Moreover,
hyperoxia may have direct effects on hemodynamics as reactive oxygen
species may lead to an acute decrease of cardiac output through altered
endothelial function as well as an increase of peripheral vascular tone
independent of autonomic influences (Graff et al., 2013; Mak et al.,
2001). The reduced HR was accounted to lowered cardiac output in
some studies (Daly and Bondurant, 1962; Waring et al., 2003).

Of interest, one study investigating hyperoxia in healthy populations
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reported no change of HR, HRV and respiratory rate (Graff et al., 2013).
During controlled breathing with a rate of 15 min—', increased para-
sympathetic outflow but heterogenous HR responses were observed
(Gole et al., 2011; Lund et al., 1999). A possible hypothesis for these
heterogenous findings regarding the respiratory rate and HR may be
mentioned effects of intensified hyperoxic exposure on central nervous
and central chemoreceptor drives, increasing sympathetic outflow and
ventilation (Prasad et al., 2020; Sinski et al., 2014) as well as direct
vascular responses of hyperoxia possibly preceding changes in ANS
control (Graff et al., 2013). However, during hyperoxic CHRS testing
multiple afore mentioned reflex arcs are contributing to resulting altered
respiratory rate and HR dynamics (peripheral chemoreceptors, reduced
minute volume, pulmonary stretch receptors, altered autonomic
outflow) (Hennersdorf et al., 2001; Tturriaga et al., 2021). This high-
lights the importance of monitoring the respiratory rate during hyper-
oxic CHRS and autonomic bedside testing.

As baroreceptors primarily modulate blood pressure dynamics via
altered HR dynamics as well as cardiac contractility and vascular tone,
their influence on peripheral chemoreceptor HR control needs to be
considered (Honzikova“ and Za vodn’a, 2016; Iturriaga et al., 2021).
Increased baroreceptor activity due to higher blood pressure is known to
attenuate the chemoreflex (Iturriaga et al., 2021). This is of increasing
importance during hyperoxia, where baroreflex sensitivity may be
increased (Waring et al., 2003). In our cohort, all enrolled patients
presented a physiological baroreflex sensitivity during the active
standing test when compared to reference values discussed in prior
studies (Honzikova™ and Za vodna, 2016). Therefore, as blood pressure
values remained stable during hyperoxic CHRS testing and the CFT a
confounding (pathological) baroreflex influence on observed HR
decrease seems unlikely.

CFT and CPT influence hemodynamics through distinct cardiovas-
cular reflex arcs in comparison to hyperoxic CHRS: The CFT provokes
increased parasympathetic outflow mediated via a central trigeminal-
brainstem reflex arc and simultaneous sympathetic outflow via periph-
eral nociceptors processed transmitted to the spinothalamic tract
(Khurana et al., 1980). This has been described to lead to a HR decrease
with a concomitant increase in blood pressure via peripheral vasocon-
striction (Hilz and Diitsch, 2006; Khurana et al., 1980; Khurana and Wu,
2006). The CPT induces targeted efferent sympathoexcitation through
mentioned peripheral nociceptor afferents. This results in a concomitant
HR and blood pressure increase (Hilz and Diitsch, 2006). Interestingly,
in our healthy cohort the degree of HR decrease as well as blood pressure
and total peripheral resistance increase were similar between hyperoxic
CHRS testing and the CFT. Moreover, the level of parasympathetic
outflow increase did not differ both maneuvers. The conflation of
different involved sympathoinhibitory/sympathoexcitatory reflex arcs
to the nodose ganglion (cardiac/pulmonary afferents), the petrosal
ganglion (chemo-/baroreceptor afferents) as well as the dorsal root
ganglia (peripheral nociceptor afferents) and from there to central
nervous structures may explain these findings. Sympathoexcitatory af-
ferents are known to enhance central neurotransmission and sensitiza-
tion of other sympathoexcitatory afferents (Wang et al., 2006), however
substantial gaps in knowledge remain for both sympathoexcitation and
sympathoinhibition (Iturriaga et al., 2021). Therefore, a combination of
parasympathetic and sympathetic outflow assessment using the CFT and
CPT during evaluation of chemoreceptor-related central and peripheral
ANS control may allow for better understanding of impaired autonomic
reflex arcs in different cardiovascular diseases.

4.3. Clinical implications

Since autonomic regulation is a hallmark of cardiorespiratory control
in health and disease, various neuroscientific driven interventions are
currently under investigation. Pharmacological and neural control
modulating therapies targeting chemosensory function have been
developed for different patient populations (Ardell et al., 2016).
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Pathological HR, HRV and hemodynamic changes during hyperoxic
CHRS testing have been described in various cardiovascular diseases
(Drexel et al., 2013; Mak et al., 2001; Sinski et al., 2014). Pharmaco-
logical blockade of peripheral chemoreceptors was described as a
promising therapeutical option in patients with essential hypertension
(Pijacka et al., 2016). Autonomic function testing considering various
reflex archs might pave the way for a deepened mechanistic under-
standing of such evolving therapies. In addition, it might allow timely
targeted neuromodulation and improved monitoring during follow-up.

4.4. Limitations

The following limitations need to be reported: First, we did not study
ventilatory parameters beyond respiratory rate. These might addition-
ally have impacted our findings. Moreover, our studies were performed
under strict conditions including controlled room temperature in a small
group of healthy young adults while being awake. Therefore, it needs to
be determined how our findings translate into clinical practice in various
patient populations. The observed changes in HR characteristics during
hyperoxic CHRS testing, CFT or CPT might also change with increasing
age. As time durations differed between hyperoxic CHRS testing and
CFT/CPT, we cannot exclude a potential bias due to different test du-
rations influencing autonomic and hemodynamic equilibration. Previ-
ous studies indicated heterogenous results regarding the duration
needed during short-term hyperoxia to observe peak changes in auto-
nomic outflow and hemodynamics during peripheral chemoreceptor
deactivation, with one study suggesting a time period of up to 4 min
(Donati etal.,2017; Kiss et al., 2002). However, the optimal time period
of short-term hyperoxia delivery remains unclear and requires addi-
tional investigation.

Non-stationarities may significantly bias assessed HRV indices dur-
ing short-term HRV assessment of autonomic stimulation maneuvers
resulting in overestimation of sympathetic outflow. Dedicated ap-
proaches have been proposed to analyze stationary HRV segments only
(Magagnin et al., 2011). In our cohort, the sample entropy remained
unchanged during the CFT and CPT, which indicated no significant
additional influence of non-stationarities on observed HRV indices. As
testing was conducted under well controlled conditions, the influence of
non-stationarity may be regarded only minor (Magagnin et al., 2011).
However, this represents a limitation as non-stationarity segments were
not systematically excluded.

Previous studies have challenged the role of HRV measurement for
evaluation of autonomic outflow due to its dependency on HR: For
instance, overall HRV assessed via the SDNN parameter shows an
inversed exponential relationship to HR, where lower HR automatically
goes along with higher measured SDNN values in a mathematical model
(Boyett et al., 2019). HR alone accounted for up to 23 % of SDNN
variance in a previous analysis of the Framingham Heart Study (Tsuji
etal., 1996). In our cohort, HR decreased and measured HRV as well as
parasympathetic outflow increased during hyperoxic CHRS testing and
CFT. A detailed differentiation of the influence of HR decrease alone
compared to altered parasympathetic outflow on HRV was beyond the
scope of the present study, as it is limited by the small sample size of our
cohort (Boyett et al., 2019). However, SDNN values significantly
increased during hyperoxic CHRS but not during the CFT despite
observing a HR reduction during both tests to a similar degree in our
cohort. A significant influence of HR on presented autonomic outflow
changes seems therefore unlikely.

Lastly, some of the proposed HRV parameters may require different
time periods for analysis: For example, short-term assessment of the non-
linear parameter detrended fluctuation analysis a1 (DFA1) remains only
incompletely understood as this parameter was originally designed for
assessment of periods lasting several hours regarding short-term fluc-
tuations (Kuusela, 2012; Shaffer and Ginsberg, 2017). Several studies
have been published indicating clinical relevance even during short-
term HRV assessment (Rodriguez et al., 2007; Yeh et al., 2009). In this
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regard, the Nyquist-Shannon theorem underlines the possibility to even
conduct short-term DFA1 assessment (Miao, 2007). Nevertheless,
further studies are required to optimize short-term HRV interpretation.

5. Conclusion

Changes in HR characteristics during deactivation of peripheral
chemoreceptors but not during the CFT or CPT go along with a decrease
in respiratory rate in healthy humans. The degree of parasympathetic
outflow decrease did not differ between hyperoxic CHRS testing and the
CFT. This highlights the need of respiratory rate assessment when
evaluating adaptations of cardiorespiratory chemoreceptor control.
Combination of hyperoxic CHRS testing with autonomic maneuvers
involving sympathetic/parasympathetic co-activation (CFT) and tar-
geted sympathetic activation (CPT) may allow for additional detailed
insights into conflating sympathoinhibitory/sympathoexcitatory reflex
arcs during autonomic bedside testing.
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Zusammenfassung

3 Zusammenfassung

Die Bedeutung peripherer Chemorezeptoren fur die neuronale Kontrolle von Herz
und Atmung ist schon langer bekannt. Die Inhalation von reinem Sauerstoff
deaktiviert diese Chemorezeptoren und erhoht den parasympathischen Einfluss.
Allerdings ist der Zusammenhang zwischen der Aktivierung des autonomen
Nervensystems (ANS) und den daraus resultierenden Veranderungen der
Herzfrequenz noch nicht vollstandig erforscht. In unserer Studie an 10 jungen
gesunden Erwachsenen untersuchten wir mittels etablierter autonomer
Funktionstests, wie sich (1.) die Inhalation von 100 % reinem Sauerstoff (Test der
hyperoxischen kardialen Chemoreflex-Sensitivitat, CHRS), (2.) der Cold-Face-Test
(CFT, Kalteapplikation im Gesicht im Bereich der Trigeminusnerven) und (3.) der
Cold-Pressor-Test (CPT, Eintauchen einer Hand in Eiswasser) auf die
Herzfrequenzvariabilitat (HRV), die Hamodynamik und die Atemfrequenz
auswirken. Die Grundaktivitdt des ANS wurde durch die Messung der
respiratorischen Sinusarrhythmie bei tiefer Atmung sowie durch die Baroreflex-
Sensitivitat und die HRV in Ruhe ermittelt. Bei allen Teilnehmern (23+1 Jahre, 7
Frauen, 3 Manner) fuhrte der CHRS-Test zu einer Verringerung der Herzfrequenz
(nachher 60+3 vs. vorher 63+3 Schlage pro Minute, p=0,004), einem Anstieg des
totalen peripheren Widerstands (1053187 vs. 988176 dyne*s+m2/cm5, p=0,02) und
einem Anstieg des mittleren arteriellen Blutdrucks (93+4 vs. 914 mmHg, p=0,02).
Die Grundaktivitat des ANS war bei allen Teilnehmern normal. Die HRV zeigte nach
dem CHRS-Test eine erhohte parasympathische Aktivitat, begleitet von einer
Abnahme der Atemfrequenz (151 vs. 19+1 Atemzuge pro Minute, p=0,001). Im
Gegensatz dazu beeinflussten weder der CFT noch der CPT die Atemfrequenz
(18+1 vs. 18+2 Atemzige pro Minute, p=0,38 bzw. 181 vs. 18+1 Atemzuge pro
Minute, p=0,84). Veranderungen der Herzfrequenzcharakteristika wahrend der
Deaktivierung peripherer Chemorezeptoren, jedoch nicht wahrend des CFT oder
CPT, stehen in Zusammenhang mit einer Abnahme der Atemfrequenz. Dies
unterstreicht die Notwendigkeit, die Atemfrequenz bei der Untersuchung der
Anpassungen der kardiorespiratorischen Chemorezeptorkontrolle zu
berlcksichtigen.
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Zusammenfassung

The importance of peripheral chemoreceptors for cardiorespiratory neural control is
known for decades. Pure oxygen inhalation deactivates chemoreceptors and
increases parasympathetic outflow. However, the relationship between autonomic
nervous system (ANS) activation and resulting heart rate (HR) characteristics is still
not fully understood. In young adults the impact of (1.) 100% pure oxygen inhalation
(hyperoxic cardiac chemoreflex sensitivity (CHRS) testing), (2.) the cold face test
(CFT) and (3.) the cold pressor test (CPT) on heart rate variability (HRV),
hemodynamics and respiratory rate was investigated in randomized order. Baseline
ANS outflow was determined assessing respiratory sinus arrhythmia via deep
breathing as well as baroreflex sensitivity and HRV at rest. In all participants (231
years, 7 females, 3 males), hyperoxic CHRS testing decreased HR (after 6013 vs
before 63+3 min-1, p=0.004), total peripheral resistance increase (1053187 vs
988476 dyne*s+m2/cm5, p=0.02) and mean arterial blood pressure increase (93t4
vs 91+4 mmHg, p=0.02). Baseline ANS outflow was normal in all participants. HRV
indicated increased parasympathetic outflow after hyperoxic CHRS testing,
accompanied by a decrease in respiratory rate (15+1vs 19+1 min-1, p=0.001). In
contrast, neither CFT nor CPT altered the respiratory rate (181 vs 18+2 min-1,
p=0.38 and 18+1 vs 18+1 min-1, p=0.84, respectively). Changes in HR
characteristics during deactivation of peripheral chemoreceptors but not during the
CFT and CPT are related with a decrease in respiratory rate. This highlights the
need of respiratory rate assessment when evaluating adaptations of
cardiorespiratory chemoreceptor control.
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5 Abkurzungsverzeichnis

ANS
CFT
CPT
CHRS
DFA1
HoF
HF
HRV
LF
PNN50

REC
RMSSD

SampEn
SD1
SDNN

Autonomes Nervensystem

Cold-Face-Test (Kalteapplikation im Gesicht)

Cold-Pressor-Test (Kaltwassertest)

Kardiale Chemoreflexsensivitat

o1 trendbereinigte Fluktuationsanalyse

Hohe Frequenz

Herzfrequenz

Herzfrequenzvariabilitat (heart rate variability)

Niedrige Frequenz

Prozentsatz der Intervalle mit mehr als 50 ms Abweichung im Vergleich
zum vorherigen Intervall

Wiederkehrrate

Quadratwurzel vom Mittelwert der Summe der quadrierten Abweichung
aufeinanderfolgender RR-Intervalldifferenzen

Probenentropie

Standardabweichung der Poincare-Plotanalyse

Standardabweichung aller RR-Intervalle
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Abbildung 1 Studienprotokoll (Apelt-Glitz et al.: 2022)
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