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Nazwy i numery projektéw badawczych

Badania wchodzgce w sktad rozprawy doktorskiej zostaty zrealizowane w ramach projektéw:

1. Rola uktadu serotoninergicznego w zjawisku postejakulacyjnej wokalizacji ultradzwiekowej u
samcow szczura laboratoryjnego - mierzenie wtasciwosci nagradzajgcych ejakulacji

(1MA/NM4/16) — kierownik projektu

2. Badanie roli aktywacji receptora 5-HT 7 w powstawaniu postejakulacyjnej wokalizacji
ultradzwiekowej 22-kHz u samcéw szczura. Rola receptora 5-HT 7 w indukcji stanéw
lekowych.

(1MA/NM1/17) — kierownik projektu

3. Pordwnanie roli receptora 5-HT1a i 5-HT7 w modelu warunkowania do miejsca CPP oraz
udziat receptora 5-HT7 w wygaszaniu sladéw pamieciowych.

(IMA/NM4/18/18) — kierownik projektu

4. Whptyw stresu srodowiskowego w trakcie krytycznych faz rozwoju OUN na ksztattowanie
apetytywnych reakcji motywacyjnych u szczura laboratoryjnego na modelu behawioru

seksualnego. Projekt Mtodego Badacza, kierownik projektu:

(IMA/5/M/MB/N/20/20) — kierownik projektu
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Dedykacje

Zawarty w tym opracowaniu zestaw publikacji stanowi utozong chronologicznie catos¢
publikacyjng z okresu 2019-2022. Jest ona roéwniez bezposrednig kontynuacjg prowadzonych na tym
samym modelu badan z okresu pracy dziatalnos$ci w kole naukowym w latach 2015-2018. Wszystkie
eksperymenty zostaty zaprojektowane i wykonane w pracowni behawioralnej Katedry i Zaktadu
Fizjologii Doswiadczalnej i Klinicznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego prowadzonej przez
dr hab. Michata Biatego. Model opiera sie na parametryzacji wokalizacji ultradzwiekowej emitowanej
przez samca szczura w trakcie zachowan socjoseksualnych. W gtebszej perspektywie czasowej
stanowig bezposrednig kontynuacje badan behawioralnych zwigzanych z regulacjg procesow
seksualnych u szczurdw, rozpoczetg przez dr Jozefa Becka w latach 60-tych XX wieku, a nastepnie
kontynuowane jako cykl badawczy dr hab. Michata Biatego dotyczgcy badan nad uktadem motywacji
w kontekscie reakcji seksualnych u szczuréw. Badania te stanowity element programu badawczego
profesora Andrzeja Trzebskiego skoncentrowanego na fizjologii uktadu autonomicznego. Chciatbym
dlatego podziekowac wszystkim wspaniatym fizjologom naszej Katedry, ktorych badania staty sie

inspiracjq dla prezentowanych w cyklu prac, a takze mam nadzieje wielu nastepnych.

Szczegdlne pragne podziekowaé mojemu promotorowi, a przede wszystkim nauczycielowi

Panu dr hab. n. med. Michatowi Biatemu za przekazang wiedze, warsztat i pasje.

Na koricu chciatbym podziekowac mojej Zyciowej i naukowej partnerce Annie, za to, Ze jest

nieustajgcq inspiracjqg w dgzeniu do bycia lepszym badaczem.
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Wykaz publikacji stanowigcych prace doktorska

1. Bialy, M., Bogacki-Rychlik, W., Przybylski, J., and Zera, T. (2019). The Sexual
Motivation of Male Rats as a Tool in Animal Models of Human Health Disorders.
Frontiers in Behavioral Neuroscience 13, 257. doi: 10.3389/fnbeh.2019.00257.
IF=2,512 PM =100

2. Bogacki-Rychlik, W., Rolf, M., and Bialy, M. (2021). Anticipatory 50-kHz Precontact
Ultrasonic Vocalizations and Sexual Motivation: Characteristic Pattern of Ultrasound
Subtypes in an Individual Analyzed Profile. Frontiers in Behavioral Neuroscience 15,
722456-722456. doi: 10.3389/fnbeh.2021.722456
IF =3,558 PM =100

3. Bogacki-Rychlik, W., Wrona, A., and Bialy, M. (2022). A Protocol for the Non-invasive
Method of Ultrasound Separation During the Sociosexual Vocal-Non-contact Model
in Rats. Frontiers in Behavioral Neuroscience 16. doi: 10.3389/fnbeh.2022.910591.
IF= 3,558 PM=100

Wszystkie prace zostaty opublikowane i sg zamieszczone w rozprawie doktorskiej w wersji

oryginalnej (format PDF).
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Streszczenie w jezyku polskim

Celem niniejszej pracy jest teoretyczne wprowadzenie do zachowan seksualnych samcow
szczura jako modelu w badaniach biomedycznych i przedklinicznych. Klasyczne parametry
behawioralne poréwnano z rozwijajgca sie dyscypling skupiajgca sie na ultradzwiekowej wokalizacji
szczuréw (USV). Podczas wysoce apetytywnych zachowan socjoseksualnych mozliwe jest wykrycie
wszystkich sklasyfikowanych do tej pory podtypow ultradzwiekéw nalezgcych do dwéch gtdéwnych
grup, tzw. 50-kHz i 22-kHz. Dobrze zbadane neurobehawioralne podtoze zachowan seksualnych w
zestawieniu z wiedzg na temat wtasciwosci emisji akustycznej szczuréw pozwala na wykorzystanie
parametréw ultradzwiekowych i seksualnych w formie parametru zbiorczego. Takie podejscie
zapewnia wiekszg doktadnos¢ w opisie proceséw biologicznych w eksperymentach i rozszerza
mozliwosci zastosowania modeli wykorzystujgcych szczura brunatnego. W pierwszym artykule z tej
serii przedstawiono klasyczne parametry zachowan seksualnych i ich zmiany odpowiadajace progresji

standw patologicznych w modelach przedklinicznych.

Drugi artykut z tej serii zawiera wyniki eksperymentéw opartych na fazie przygotowawczej
zachowan seksualnych i wokalizacji ultradzwiekowej, w niej wystepujacej. Wyniki stanowig
rozwiniecie modelu zachowan przygotowawczych poprzez precyzyjng manualng analize widma
ultradzwiekowego kazdego z osobnikow. Zostata wykazana pozytywna korelacja pomiedzy poziomem
motywacji seksualnej samcéw szczurdow a liczbg emitowanych przez nie sygnatéw o czestotliwosci 50
kHz. Dodatkowo, przedstawiono specyficzny wzorzec podtypdw ultradzwiekéw emitowanych przez
szczury, charakteryzujacy sie brakiem istotnych réznic miedzyosobniczych. W rezultacie pozwala to
na wykorzystanie 50-kHz wokalizacji fazy przygotowawczej jako wiarygodnego wskaznika poziomu

motywacji socjoseksualnej.

Trzeci artykut z tej serii opisuje nowg metode separacji ultradzwiekédw emitowanych podczas
interakcji socjoseksualnych. Stanowi on rozwiniecie wczes$niej opisanej metody analizy liczby
bezkontaktowych erekcji (NCE) poprzez dodanie parametru USV. Technika ta pozwala na
doktadniejszy pomiar podniecenia seksualnego zaréwno samca, jak i samicy. Ponadto stwarza ona
mozliwosé wykorzystania USV o czestotliwosci przejsciowej miedzy 50 a 22 kHz jako parametru
policzalnego i przypisywanego indywidualnie. Ten rodzaj ultradZzwiekéw moze by¢ przydatny do
pomiaru standw frustracji u szczuréw podczas interakcji seksualnych i innych typéw kontaktow
spotecznych. Odpowiednie zastosowanie przedstawionych protokotéw moze stuzy¢ jako funkcjonalne
narzedzie w badaniach psychofarmakologicznych, neuropsychiatrycznych i neurologicznych,
endokrynologicznych i innych modelach badan przedklinicznych, a takze w eksperymentach

fizjologicznych dotyczgcych zachowan seksualnych.
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Streszczenie w jezyku angielskim

The purpose of the present study is to provide a theoretical introduction to the sexual
behavior of the male rat as a model in biomedical and preclinical research. Classical behavioral
parameters are compared with the emerging discipline focused on rat ultrasonic vocalization (USV).
During highly appetitive sociosexual behavior, it is possible to detect all ultrasound subtypes
classified so far belonging to two main groups, so-called 50-kHz, and 22-kHz. The well-studied
neurobehavioral substrate of sexual behavior juxtaposed with the knowledge of acoustic emission
properties of rats enables the use of ultrasound and sexual parameters in the form of a compiled
parameter. This approach provides increased accuracy in describing biological processes in
experiments and expend the applicability of models using the brown rat. The first article in the series
presents classical parameters of sexual behavior and their changes corresponding with the

progression of pathological conditions in preclinical models.

The second article of the series includes results from the experiments based on the
anticipatory phase of sexual behavior and the ultrasonic vocalization which occurs during this phase.
Results advance the model of anticipatory behavior by the precise manual analysis of the ultrasonic
spectrum of each emitting individual. There has been demonstrated a positive correlation between
the level of sexual motivation of male rats and the number of 50-kHz signals emitted by them.
Additionally, there is presented a specific pattern in subtypes of ultrasounds emitted by rats,
characterized by the lack of significant inter-concomitant differences. Taking together, it enables to

use of the 50-kHz anticipatory vocalization as a reliable indicator of the sociosexual motivation level.

The third article of the series describes the new method of ultrasounds separation emitted
during sociosexual interactions. It develops a previously described method, of analyzing the number
of non-contact erections (NCE), by adding the USV parameter. This technique allows for more
accurate measuring of the sexual arousal of both the male and the female. Furthermore, it implicates
the possibility of using the USV of the transient frequency between 50-kHz and 22-kHz as a
guantifiable and individual-assigned parameter. This type of ultrasound can be useful in measuring
frustrate-like states in rats during sexual interactions and other types of social encounters. Adequate
application of presented protocols could serve as a functional tool in psychopharmacological,
neuropsychiatric and neurological, endocrinological, and other models of preclinical research, as well

as in physiological experiments on sexual behavior.
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Wykaz stosowanych skrétow:

22-kHz — wokalizacja w pasmie okoto 22 kilohercéw

22PE- wokalizacja w pasmie ok 22-kHz w okresie poejakulacyjnym (ang. Post-Ejaculatory)
50-kHz -wokalizacja w pasmie okoto 50 kilohercow

5-HT- serotonina

5-HT1A —receptor serotoninowy 1A

ACTH — hormon adrenokortykotropowy (ang. Adrenocorticotropic Hormone)

Adr —adrenalina

BNST — jagdro tozyskowe prazka krancowego (ang. Bed Nucleus of the Stria Terminalis)
CB- kannabinoidy

CC- ang. Complex-Composite, podtyp ztozonych ultradZwiekow

CPP — warunkowana preferencja miejsca ang. Conditioned Place Preference

D1 —receptor dopaminergiczny D1

D2 - receptor dopaminergiczny D2

DA - dopamina

DHT - 5a-Dihydrotestosteron

EEG — elektroencefalografia (ang. Electroencephalography)

EL — latencja ejakulacji (ang. Ejaculation Latency)

GABA - kwas gamma-aminomastowy (ang. gamma-aminobutyric acid)

Glu — glutaminian

IL — latencja intromisji (ang. Intromission Latency)
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IR — proporcja intromisji do wszystkich kryé (ang. intromission ratio)

LH — hormon luteinizujacy (ang. Luteinizing Hormone)

MeA — przysrodkowe jadro ciata migdatowatego (ang. Medial Amygdala)

ML — latencja mountingu (ang. Mount Latency)

MPOA — Przysrodkowe pole przedwzrokowe (ang. Medial Preoptic Area)

MPOA/AH — (ang. Medial Preoptic Area/Anterior Hypothalamus)

MRI — tomografia rezonansu magnetycznego (ang. Magnetic Resonance Imaging)

NA- noradrenalina

NAcc — jadro pdtlezgce (ang. Nucleus Accumbens)

NCE — ang. Non-Contact Erection

NCEL — ang. Latency to first Non-Contact Erection

NI — liczba intromisji (ang. Number of Intromission)

NM — liczba mountingéw (ang. Number of Mounting)

No.NCE - liczba erekcji bezkontaktowych (ang. Number of Non-Contact Erections)

nPGI — jadro olbrzymiokomorowe (ang. Nucleus Paragigantocellularis)

NR — jgdra szwu (ang. Raphe Nuclej)

0$ HPA — oS podwzgdrze-przysadka-nadnercza (ang. Hypothalamic-Pituitary-Adrenal axis)

OUN-osrodkowy uktad nerwowy

Oxy — oksytocyna

PAG —istota szara okotowodociggowa (ang. Periaqueductal Gray)

PEI — okres poejakulacyjny (ang. Postejaculatory Interval)

PEIL—ang. Post-Ejaculatory Intromission Latency
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PEIM- ang. Post-Ejaculatory Mounting Latency

PTSD — zespot stresu pourazowego (ang. Post-Traumatic Stress Disorder)

PVN — jadro okotokomorowe (ang. Paraventricular Nucleus)

SAA — sterydy anaboliczno-androgenowe

SARM - selektywny modulator receptora androgenowego (ang. Selective Androgen Receptor

Modulator)

SERM - selektywny modulator receptora estrogenowego (ang. Selective Estrogen Receptor

Modulator)

SNRI - Inhibitory wychwytu zwrotnego serotoniny i noradrenaliny (ang. Serotonin Norepinephrine

Reuptake Inhibitor)

SSRI — selektywny inhibitor zwrotnego wychwytu serotoniny (ang. Selective Serotonin Reuptake

Inhibitor)

T —testosteron

TLPD — trdjcykliczne leki przeciwdepresyjne

USV — wokalizacja ultradzwiekowa (ang. Ultrasonic Vocalization)

V — wazopresyna

VMH- jagdro brzuszno-przysrodkowe podwzgdrza (ang. Ventro-Medial-Hypothalamus)

VOC-NCE- ang. Vocal-Non-Contact Erection

VTA — pole brzuszne nakrywki (ang. Ventral Tegmental Areq)
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Wykaz tabel i rycin:

Tabela 1: Zestawienie tabelaryczne obejmujgce czynniki kluczowe dla odpowiedzi seksualnej wraz z

modelami w badaniach biomedycznych i przedklinicznych, w ktérych sg wykorzystywane.

Tabela 2: Zestawienie najwazniejszych klasycznych parametréw behawioralnych mierzonych w

poszczegdlnych fazach aktywnosci seksualnej, oraz modelu NCE.

Tabela 3: Uproszczone zréznicowanie omawianych sktadowych w réznych fazach aktywnosci

seksualne;j.

Rycina 1. Przyktadowe zarejestrowane sygnaty ultradzwiekowe w naszej pracowni.

Rycina 2: Uproszczony schemat obrazujgcy rozpietosé zastosowania wokalizacji ultradzwiekowej

szczuréw w badaniach psychofarmakologicznych.

Rycina 3: Schemat obrazujgcy typowo rejestrowane ultradzwieki w trakcie aktywnosci seksualnej z

podziatem na tzw. 50- i 22-kHz.
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Wstep uzasadniajacy potgczenie wskazanych publikacji w jeden cykl

W prezentowanym cyklu artykutdw podjeto prébe parametryzacji zachowan emocjonalno-
motywacyjnych w oparciu o wokalizacje ultradZzwiekowg i potagczenia ich z innymi parametrami
behawioralnymi opisujgcymi aktywnosc seksualng samca szczura (Rattus norvegicus). Powigzanie
tego typu umozliwia zastosowanie parametru ultradzwiekowego do opisu zmian fizjologicznych i
patologicznych przy opisie aktywnosci szczura wedrownego w prowadzonych badaniach
przedklinicznych i podstawowych. Celowos¢ tego powigzania usprawiedliwiona jest wykorzystaniem
szczura jako podstawowego zwierzecia modelowego w przedklinicznych badaniach w naukach
medycznych, a takze rosngcym, bardzo duzym zainteresowaniem tematem wokalizacji
ultradzwiekowej. Parametryzacja roznych aspektéw aktywnosci seksualnej mozliwa jest dzieki
stosunkowo wysokiej powtarzalnosci zachowania seksualnego w warunkach laboratoryjnych.
Wynika to z konserwatywnego ewolucyjnie charakteru organizacji strukturalno-czynnosciowej
uktadéw neuronalnych regulujgcych zachowania seksualne (Beach, 1947; Pfaus i wsp., 2003; Hull i
Rodriguez-Manzo 2017), zapewniajgcych tym samym wiarygodng homologicznie translacyjnos¢
wynikéw. Jednoczesnie zachowania seksualne samcéw szczurdw i zwigzane z nimi parametry
pozostajg na tyle wrazliwe, ze mozliwe jest wykorzystanie ich zmian w modelowaniu procesow
chorobowych i obiektywizacji efektow farmakologicznych m.in. w przypadku patologii uktadu
krazenia, zaburzen metabolicznych, modelach nefropatycznych, chorobach watroby oraz
neuropatologiach. Catos¢ predysponuje behawior seksualny samca szczura, do bycia cennym

narzedziem przedklinicznym.

Ponizej przedstawiono w sposéb skrotowy najwazniejsze zatozenie umozliwiajgce
wprowadzenie do tematu, oraz uzasadniajgce sens przeprowadzonych badan wchodzgcych w sktad
cyklu publikacji. Ponadto, celem tego wstepu byto uzasadnienie rozwijania modelu behawioru

seksualnego samca szczura o parametr wokalizacyjny.

Kazdy z wzorcow behawioralnych zdefiniowaé mozna, jako skoordynowang, ztozong reakcje
biologiczng zwierzecia w odpowiedzi na zewnetrzng i wewnetrzng stymulacje mozliwg do
rozpoznania przez obserwatora, ktérym jest osobnik tego samego lub obcego gatunku.
Szczegdtowiej, w przypadku zachowan seksualnych ssakéw (a w szerszym kontekscie wszystkich
kregowcdw) na ekspresje tej formy behawioralnej wptywajg (Crews i Moore 1986; Pfaus i wsp.,

2001):

e wrodzona i ksztattowana w okresach krytycznych konstytucja strukturalna uktadéw

neuronalnych
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e procesy przebudowy neuroplastycznej zalezne od doswiadczenia w tym doswiadczen
seksualnych

e optymalna neurotransmisja w uktadach sterujgcych i regulujgcych sktadowe seksualne, w
tym w uktadzie motywacji

e endogenna stymulacja hormonalna

e endogenna rytmika biologiczna dodatkowo regulowana przez czynniki zewnetrze

o bodzce wyzwalajgce o charakterze atraktantdw seksualnych

e wysoce specyficzne gatunkowo czynniki socjalne

o fizjologiczna odpowiedz wykonawcza (efektorowa)

Wspotdziatanie powyzszych sktadowych w ostatecznym rozrachunku prowadzi do
obserwowalnych behawioralnie reakcji mierzonych poszczegélnymi parametrami seksualnymi
(liczbowo wyrazanymi wartosciami tych zachowan). W tym kontekscie dane uzyskiwane drogg analiz
biochemicznych i molekularnych, strukturalno-obrazowych oraz czynnosciowo-odbiorczych wraz z

widocznym obrazem behawioralnym stanowig dopetniajace sie kontinuum reakcyjnosci fizjologicznej.

W odniesieniu do przedstawionych zatozen podstawowych i przy wykorzystaniu
wspotczesnego spektrum technik pomiarowych, badanie behawioru seksualnego moze stuzy¢ do
parametryzacji procesow fizjologicznych i patofizjologicznych, badan farmakologicznych, a takze

modelowania zjawisk progresji patologicznej takich jak m.in.:

1. Ontogenezy OUN, swoiste] i nieswoistej adaptacji neuroplastycznej w okresie pre-, perinatalnej i

postnatalnej (z okresem neonatalnym) (Segarra i wsp. 1991; Hermans i wsp. 1993; Gerardin i wsp.,

2005; Ferraz i wsp., 2015), w tym w modelach toksykologii farmakologicznej (Yasuhara i wsp., 2005;
Olvera-Hernandez i wsp., 2019) i Srodowiskowej (Dalsenter i wsp., 2006; Lee i wsp., 2006; Jones i

wsp., 2011)

2. Zmian adaptacyjnych w trakcie nabywania doswiadczenia seksualnego w modelach
uwzgledniajgcych m.in. warunkowanie klasyczne, instrumentalne (Beck i Bialy 1993a; Anagnostaras i
wsp., 1998), pamiec¢ standw emocjonalnych i farmakologie sSrodkéw oddziatywujgcych na asocjacje
pamieciowe (Bialy i wsp.,1992; Bialy i Kaczmarek 1996; Rydz i wsp., 1997; Bialy i wsp., 2000; 2010;
Quintana i wsp., 2018; Jean i wsp., 2021; Sanna i wsp., 2019; 2022) a takze wptywu innych
doswiadczen w tym doswiadczen lekowych i modeli PTSD (Ennaceur i wsp., 2006; Hawley i wsp.,
2013; Meraz-Medina i wsp., 2017;). Zaliczy¢ tu mozemy takze modele fetyszyzacji (Pfaus i wsp.,

2013).
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3. Regulacji neurotransmisyjnej, w tym najwazniejszego uktadu wbudzeniowo-hamujgcego
dopamina-serotonina (Cagiano i wsp., 1989; Melis i Argiolas 1995; Beck i wsp., 2002; de Jong i wsp.,
2005; Sanna i wsp. 2020), oraz innych pomocniczych uktadéw: noradrenaliny i adrenaliny (McIntosh i
Barfield 1984; Mos i wsp., 1991, Gulia i wsp., 2002; Snoeren i wsp., 2012), GABA (Agmo i wsp., 1987;
Dorfman i wsp., 2006; Rodriguez-Manzo i Canseco-Alba, 2017), wazopresyny (DiBenedictis i wsp.,
2020), oksytocyny (Melis i wsp., 2007; Succu i wsp., 2008; Oti i wsp., 2021) , opioidéw (Bialy i wsp.,
2014; Olivier i wsp., 2017) glutaminianu (Chiang i Park 2020), kanabinoidéw (Canesco-Alba i
Rodriguez-Manzo 2015, 2019) oraz modeli farmakologicznych uzaleznien (Pfaus i wsp., 2010;

Karlsson i wsp. 2015;).

4. Parametryzacje aktywnosci struktur uktadu motywacji takich jak: pole brzuszne nakrywki, jadro
potlezace czy przysrodkowe pole przedwzrokowe (VTA-N.Acc-MPOA) (Sanna i wsp., 2020).
Przedkliniczna standaryzacja poziomu afektu, poziomu pobudliwosci osrodkowej i odpowiedzi
emocjonalnej zwierzat, w tym wptyw zaburzen (z komponentg zaburzen motywacyjnych)
afektywnych (jedno- i dwubiegunowych), psychotycznych i innych na funkcje seksualne, w tym efekty
uboczne terapii TLPD, SSRI, SNRI (Oosting i wsp., 2016; Canpolat i wsp., 2022), lekéw

przeciwpsychotycznych (Zhang i wsp., 2007, 2011).

5. Regulacji przez hormony ptciowe w kontekscie stymulacji struktur efektorowych, oddziatywania
osrodkowego (Vagell i McGinnis 1998; Bialy i Sachs 2002; Bialy i wsp.,2011;) z ich wptywem
ksztattowania preferencji i wzorcéw ptciowych (Gladue i Clemens 1982; Henley i wsp., 2011;).
Poréwnawczych badan farmakologicznych z uzyciem steryddéw anaboliczno-androgenicznych
(Phillips-Farfan i wsp., 2008; Kim i Wood, 2014), swoistych agonistow i antagonistéw receptoréw

androgenowych i estrogenowych (SARM,SERM) (Jones i wsp., 2009; Morimoto i wsp., 2017).

6. Roli rytmiki sezonowej i okotodobowej sterowanej przez endogenne zegary neuronalne w
generowaniu wzorcow pokwitaniowych (Lang i wsp., 1984), godowych i kopulacyjnych (Landry i i
wsp., 2012; Ramirez-Renteria i wsp., 2020). Badanie sprzezenia endogennej rytmiki z uktadem
hormonalnym (0$ podwzgdrzowo-przysadkowo-gonadalna): modulacja LH (Paup i wsp., 1975;
Shulman i Spritzer 2014), ACTH i glikokortykosteroidy (Segarra i wsp., 1991; Retana-Marquez i wsp.,
1998). Deprywacja lub hiperstymulacja przez czynniki regulujgce endogenne osie: deprywacja senna
(Andersen i Tufik, 2002; Amini i wsp., 2020; Wibowo i wsp., 2020), wptyw Swiatfa i temperatury
(Fantie i wsp., 1984; Blumberg i wsp., 1987; Parikh i wsp., 2021).

7. Odbidr i percepcja bodzcow inicjujgcych zachowania godowe, poszukiwawecze, inicjujgce i
podtrzymujace kopulacje (Sachs i Bialy, 2000). Kanaty sensoryczne dla odbioru atraktantow i

percepcji wzorcéw stymulujgcych (uktad wechowy, vomeronasalny, stuchowy, czuciowy, smakowy)
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(Bialy i Beck 1993b; Cavalcante i wsp. 2006; Caquineau i wsp., 2012; Fujiwara i Chiba, 2018).
Farmakologia substancji o potencjalnej lub znanym charakterze feromonowym i proseksualnym
(Kobayashi i wsp., 2011, 2013; Singh i wsp., 2012 Estrada-Reyes i wsp., 2019). Oraz modele
preferencji seksualnej zalezne od czynnikdéw wrodzonych i nabytych. (Van de Poll i Van Dis 1979;

Olvera-Hernandez i wsp., 2015; Kondo i Hayashi, 2021)

8. Rola czynnikdéw spotecznych takich jak hierarchizacja, nieswoiste seksualnie Srodowiskowe czynniki
wzbogacajgce (Urakawa i wsp., 2014), rola przewlektego stresu wraz z wptywem na o$ HPA (Gorzalka
i wsp., 1998; Renata-Marquez i wsp., 2003;). Rola doswiadczen spotecznych w ksztattowaniu
tozsamosci pfciowe] i efektywnosci kopulacyjnej (Ward i Reed, 1985; Molenda-Figueira i wsp. 2017,

Kelestimur i wsp., 2021).

9. Odpowiedzi réwnowagowej uktadu autonomicznego m.in. z erekcjg zalezng od aktywacji
przywspoétczulnej i wspétczulnie regulowanej ejakulacji (Giuliano i wsp., 1996, 1997; Coolen i wsp.,
2004). Mechanizmy erekcji regulowane na poziomach osrodkowych (rdzeniowe i ponadrdzeniowe)
(Sachs i wsp., 1994; Melis i Argiolas, 2011), miejscowe odpowiedzi sterowane przez zmiany napiecia
uktadéw naczyniowych i miesniowych, cytofizjologia proceséw regulacji autonomicznej cisSnienia w
obrebie struktur pracia (Hull i wsp., 1994; Bialy i wsp., 1996). Patofizjologia zaburzen erekgji,
mechanizmy przedwczesnego wytrysku (Waldinger i Olivier 2005; Olivier i wsp., 2006; Olayo-Lortia i
wsp., 2014; Clement i wsp., 2009; Zhang i wsp., 2020) i ich farmakologia (Snoeren i wsp., 2012;
Rodriguez-Manzo i Canseco-Alba, 2015). Aspekty fizjologii motorycznej reakcji efektorowej (Beck i

Bialy, 2000).

10. Modele choréb z dominujaca tzw. komponentg metaboliczng, wptywajaca na co najmniej jeden z
wymienionych powyzej uktadéw. Nalezg tutaj nieswoiste neurodegeneracje, modele chordb
watroby, zaburzenia o charakterze nefropatii, zaburzenia hormonalne, modele cukrzycowe (w tym
mikro- i makroangiopatie, oraz neuropatie cukrzycowe) (McVary i wsp., 1997; Tikhonova i wsp.,2005;
Faulkner i wsp., 2015; Babaei-Balderlou i Khazali 2016; Novati i wsp., 2018; Nguyen i wsp., 2021; Nna
i wsp., 2021) zaburzenia odzywiania i efekty diet restrykcyjnych (Bogacki-Rychlik i wsp., 2019; Jesus i
wsp., 2022). Substancje o charakterze dodatkéw zywnosciowych, suplementéw (Suresh i Prakash,

2012; Adebayo i wsp., 2019).
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Czynniki podstawowe dla
powstawania reakcji
seksualnych:

Model dla podstawowych
badan fizjologicznych i
patofizjologicznych:

Zastosowanie w
modelach
przedklinicznych:

Wrodzone petle neuronalne
(zachowania wrodzone)

Badanie rozwoju w okresie
prenatalnym i perinatalnych
okresach krytycznych

Zaburzenia embriogenezy,
efekty transmisji
wewnatrzmacicznej,
modele toksykologiczne

Adaptacja neuroplastyczna
(nabywanie doswiadczenia
socjoseksualnego)

Procesy warunkowania
klasycznego i
instrumentalnego, CPP

pamie¢ emocjonalna

Farmakologiczna
inhibicja/aktywacja
procesow zapamietywania,

Modele lekowe i PTSD,

fetyszyzacja
mediatory proceséw
plastycznosci
Fizjologiczna (prawidtowa) Neurochemia uktadow: Badania

aktywnos¢ uktadéw
neuroprzekaznikowych
maozgu

DA, 5-HT, NA, Adr, V, Oxy,
Glu, opioidéw, CB

psychofarmakologiczne,
swoiste i nieswoiste
neurodegeneracje
osrodkowe

Reakcje emocjonalno-
motywacyjne

Uktad motywacji (VTA-NAcc-
MPOA)

responsywnos¢ emocjonalna
(ciato migdatowate)

centralna o$ wzbudzeniowa
(uktady pniowo-wzgoérzowo-
korowe)

Zaburzenia afektywne
jedno- i dwubiegunowe i
ich farmakoterapia,
modele anhedonii,
farmakologia lekéw
przeciwpsychotycznych

Endogenne stymulacja
hormonalna

Obwodowy i osrodkowy
efekt dziatania hormondéw
ptciowych

efekty hormonalne w
aktywacji wzorcow
ptciowych i reakgji
seksualnych

Farmakologia:

SAA, SARM, SERM
Dysfunkcje hormonalne na
tle patologii gonad
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Rytmika biologicznych
zegaréw endogennych wraz
ze Srodowiskowymi
zmiennymi regulatorowymi

Fizjologia jader
podwzgdrzowych

rytm dobowy, rytm roczny

regulacja osi HPA, wptyw UV,
temperatury

Deprywacja snu,
zaburzenia rytmu
dobowego, modele
dysregulacji
farmakologicznej i
Srodowiskowej

Bodzce stymulujace
(atraktanty)

Uktadu zmystéw: wechowy i
vomeronasalny, wzrokowy,
stuchowy, czuciowy.

odpowiedz na poziomie
receptorowym
(obwodowym)-transdukcja
sygnatu, integracja
podkorowa i korowa

Modele selektywnych
deprywacji zmystowej,
zwigzki o charakterze
feromondw i afrodyzjaki,

powstawanie preferencji
seksualnych

Srodowiskowe

Czynniki socjalne

Mechanizmy interakcji i
hierarchizacji spotecznej

zjawisko afiliacji i agresji

wptyw nieswoistych
bodzcéw Srodowiskowych

Uwarunkowany spotecznie
stres wraz z wptywem na
0$ HPA

Fizjologiczna odpowiedz
struktur efektorowych

Mechanizm erekcji,
ejakulacji (obwodowe i
osrodkowe)

cytofizjologia uktadow
nerwowo-naczyniowych

wzorce ruchowe krycia

Zaburzenia erekgji,
przedwczesny wytrysk,
neuropatie
autonomicznych witékien
obwodowych

Tabela 1: Zestawienie tabelaryczne obejmujgce czynniki kluczowe dla odpowiedzi seksualnej wraz z
modelami w badaniach biomedycznych i przedklinicznych, w ktérych sg wykorzystywane. W tabeli
pominieto punkt 10 zestawienia ze wzgledu na plejotropowy efekt wymienionych patologii
obejmujacy kilka z podstawowych czynnikdw dla reakcji seksualnych.

Od strony neuroanatomicznej reakcje seksualne samcdéw szczura regulowane sg przez szereg

ang. sexual motivation).

potgczonych ze sobg obszaréw mdzgu. Dla jasnosci, podzielone zostaty na osrodki o dominujgcym

wktadzie w powstawanie pobudzenia seksualnego (ang. sexual arousal) oraz motywacji seksualnej (
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Do struktur bezposrednio zaangazowanych w powstawanie pobudzenia seksualnego (ktérego miarg

jest erekcja pracia) naleza:

MeA (przysrodkowe jadro ciata migdatowatego) (Kondo i Arai, 1995; Bialy i Sachs, 2002, Kondo i
Sachs, 2002) wraz z BNST (jadro tozyskowe prazka kraricowego) (Emery i Sachs, 1976; Liu i wsp.,
1997), kompleksy PVN (jadro okotokomorowe podwzgdrza) i VMH (jadra brzuszno-przysrodkowe
podwzgdrza) (Simerly i wsp., 1990; Harding i McGinnis, 2003), a takze pniowe nPGlI (jadro
olbrzymiokomadrkowe), NR (jadra szwu) oraz PAG (istota szara okotowodociggowa) (Yells i wsp., 1992;

Murphy i wsp., 2001) Ponadto sterujgce z poziomu rdzenia osrodki erekcji i ejakulacji.
Struktury zwigzane silnie z motywacja seksualna:

MPOA (przysrodkowe pole przedwzrokowe) (McGinnis i Kahn, 1997; Dominguez i Hull, 2005;
Paredes, 2003) oraz VMH (brzuszno-przysrodkowe jgdra podwzgérzowe) (Hull i wsp., 2002; Hull i
Dominguez, 2007), znajdujace sie w srédmdzgowiu VTA (pole brzuszne nakrywki) i jego potaczenia z
NAcc (jadro pétlezace), a takze pozostate potgczenia uktadu mezolimbicznego i mezokortykalnego.

Struktury te aktywowane sg w szeregu zachowan motywacyjnych.

Do innych struktur istotnych dla aktywnosci seksualnej zaliczyé mozemy przede wszystkim osrodki
wzbudzenia ogdlnego, z ktérych kluczowe jest jgdro olbrzymiokomaorkowe (Pfaff i wsp. 2012).
Ponadto, ze wzgledu jednak na wspomniang ilo$¢ czynnikdw wptywajacych na powstawanie
wzorcow, struktury nieswoiste aczkolwiek czesto o krytycznym znaczeniu, obejmujg znaczng czesé
struktur uktadu motoryki, drogi transmisji i integracji uktadéw sensorycznych (w tym struktury

korowe), oraz osrodki regulacji autonomiczne;j.

Seksualne parametry behawioralne:

Poczatek wspodtczesnych badan zwigzanych z zachowaniami seksualnymi w modelach
zwierzecych mozna przypisa¢ pracom eksperymentalnym z poczatku XX wieku. Dotyczg one gtéwnie
regulacji cyklu rujowego u samic (Joseph i McLean, 1922). Artykuty z lat 30-tych, zawieraty juz
protokoty doswiadczalne zapoczatkowujgce wspotczesng, wiarygodng standaryzacje badan w modelu
szczurzym (Anderson, 1936; Beach, 1938). Rozwiniecie modelu przyniosty eksperymenty Franka
Beach’ a z wykorzystaniem tych protokotéw (Beach, 1942a,b), dodatkowo wskazujgc na istnienie
niezaleznych osrodkéw OUN sterujgcych odrebnymi fazami aktywnosci seksualnej (Beach, 1942c;
Beach i Jordan, 1956). Konsekwentnie Beach i jego wspotpracownicy, w poszukiwaniu petli

neuronalnych sterujgcych zachowaniem seksualnym, zainteresowali sie oddziatywaniem hormondw
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ptciowych na OUN (Beach, 1946; Beach i Holtz-Tucker, 1949). Otworzyto to mozliwosci powigzania
strukturalno-czynnosciowego pomiedzy dziataniem struktur OUN a obserwowalnymi efektami

behawioralnymi.

Zapoczatkowane przez Beach’a eksperymentalne podejscie do problematyki behawioru
seksualnego doprowadzito do wyszczegdlnienia jego elementarnych czesci sktadowych i
parametryzacji tego zachowania (Larsson, 1956; Sachs i Barfield, 1976; Sachs, 1978; Pfaus i wsp.,
1990). Podstawowy podziat faz aktywnosci seksualnej wyrdznia: faze przygotowawczg (ang.
anticipatory), inicjacje kopulacji (ang. initiation), kopulacje (ang. copulation), oraz okres

poejakulacyjny (ang. postejaculatory interval).

W typowym ukfadzie eksperymentalnym faza pierwsza przygotowawcza rozpoczyna sie od
wpuszczenia samca do klatki, w ktérej pod koniec tej fazy (zwykle po uptywie 5 minut) umieszczana
jest receptywna samica. W ciggu tego czasu samiec aktywnie eksploruje przestrzen klatki, czemu
moga towarzyszy¢ wspiecia na tylnych konczynach (ang. rearing). Faza ta konczy sie wraz z
wpuszczeniem samicy. W fazie tej mozna obserwowac wokalizacje w pasmie 50-kHz, ktorej
liczebno$¢ narasta wraz z nabywaniem doswiadczenia seksualnego i pamieci stanéw emocjonalnych

opartych o nagradzajgce wtasciwosci kontaktéw socjoseksualnych (Bialy i wsp., 2000).

Faza inicjacji kopulacji rozpoczyna sie od pojawienia sie samicy (wpuszczeniem jej do klatki
przez eksperymentatora), a konczy rozpoczeciem krycia. W tym czasie zwierzeta badajg sie
nawzajem. Dla samca szczura wazne sg bodzce zapachowe pochodzace od samicy (typowo samiec
obwachuje okolice ano-genitalne samicy, badajac jej receptywnosé), jak réwniez zachowania samicy,
ktdre wskazujg na jej pobudzenie seksualne; wyrdznia sie w zachowaniu samicy charakterystyczne
wzorce ruchowe (przeskakiwanie i zamieranie w bezruchu, strzyzenie uszami) i wokalne (Sachs i
Barfield, 1976). Rdwnolegle do mierzenia parametréw aktywnosci samcow, istnieje mozliwos¢ opisu
behawioru samicy. Ze wzgledu na ograniczong objetosé¢ opracowania ich parametry nie sg doktadnie
dyskutowane. Warto jednak zauwazy¢, ze parametry dzielone sg na zwigzane z receptywnoscia
(fizjologiczny potencjat do zaptodnienia, zwigzany z hormonalnym przygotowaniem uktadu
rozrodczego), oraz proceptywnoscig (rozumiang jako behawioralne sygnaty odbierane przez samca,
informujace, ze samica jest receptywna). Receptywnos¢ w warunkach eksperymentalnych mierzona
jest poprzez obserwacje wystepowania lordozy czyli wygiecia grzbietowego (ang. lordosis).
Kluczowym parametrem opisujgcym zachowanie receptywne jest czestos¢ wystepowania lordozy
(procent wystepowania lordozy) we wszystkich prébach podczas krycia czy stymulacji mechanicznej
bokéw. Moze by¢ weryfikowana dodatkowo przez histologiczny wymaz pobierany z pochwy samicy

oraz mierzenie bioimpedancji pochwy (Chesney i wsp., 2020). Do proceptywnosci zaliczamy
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parametry okreslane jako m.in strzyzenie uszami (ang. ear-wiggling), ,, podskoki” czesto w formie
»przeskokdw” nad samcem (ang. hopping), szybkie ,zrywy/ucieczki” (ang. darting). (Hliniak i
Madlafousek, 1977). Czestos¢ wystepowania lordozy koreluje pozytywnie z zachowaniami
proceptywnymi, stagd u samic aktywnosc¢ seksualng mozemy opisywac tym jednym parametrem

(Pfaff, 2017).

BodzZce docierajgce od samicy prowadzg obok wzrostu ogélnego pobudzenia i motywacji
seksualnej oraz do kluczowego dla mozliwosci kopulacji wzrostu podniecenia seksualnego. W
konsekwencji, po osiggnieciu hipotetycznie zaktadanego progu inicjacyjnego, do rozpoczecia krycia.
Krycie (ang. mounting) moze by¢ jedynie motoryczng reakcjg ,wspinania sie” na samice z
wykonywanymi szybkimi ruchami miednicg lub wspinaniem sie potgczonym z erekcjg pracia i
penetracjg pochwy (ang. intromission). Szczury naiwne seksualnie oraz te z obnizong motywacja
seksualna majg znaczgco wydtuzong faze inicjacji kopulacji (Beach, 1942; Sachs i Barfield, 1976; Bialy i
wsp., 2000). Inicjacja zachowan seksualnych mierzona latencjg mountingu czy latencjg intromisji
wydaje sie by¢ niezaleznym elementem zachowan w stosunku do samej kopulacji (Beach i Jordan,

1956; Sachs, 1978; Dewsbury, 1979; Pfaus i i wsp., 1990).

Faza kopulacyjna w warunkach fizjologicznych trwa od kilku do kilkunastu a czasami
kilkudziesieciu minut do osiggniecia ejakulacji. Samce szczuréw w trakcie dtuzej trwajacej sesji sg w
stanie wykona¢ wiele serii kopulacyjnych tzn. osiggnac kilka ejakulacji. Stanowi do mozliwos¢
prowadzenia doswiadczen w niedyskutowanym tutaj modelu wyczerpania seksualnego (Rodriguez-
Manzo i Fernandez-Guasti, 1994, 2003; Estrada-Reyes i wsp., 2009; Garduno-Gutierrez i wsp., 2013).
W trakcie jednej serii kopulacyjnej dochodzi typowo do kilkunastu kry¢, z ktérych czesci towarzyszy
intromisja. U szczuréw intromisja trwa krétko - zwykle ponizej sekundy, po czym samiec
przygotowuje sie do kolejnego krycia. Warunkiem niezbednym do wystgpienia intromisji jest
skoordynowana odpowiedZ motoryczna mountingu z odruchowymi erekcjami. W trakcie krycia
samiec wskakuje na grzbiet samicy, $ciskajac jej korpus przednimi tapami. Receptywna samica pod
wptywem nacisku pogtebia krzywizne ledzwiowg, zwiekszajgc dostep genitalny, sg to wspomniane
wczesniej lordozy. W tym czasie samiec wykonuje kilka pozorowanych, gwattownych (do 40 ms
pomiedzy pchnieciami) ruchéw miednicg przy niepetnej erekcji. Jezeli dojdzie do kontaktu
genitalnego, nastepuje wypetnienie ciat jamistych oraz ciata ggbczastego pracia krwig z
naczyniorozszerzajgcym udziale tlenku azotu pochodzenia srédbtonkowe i z zakoriczert nerwowych
przy nastepczym skurczem miesni poprzecznie prgzkowanych (m. bulbospongiosus, m.
ischiocavernosus). Skutkuje to gwattowng w przebiegu, petng erekcjg. Skoordynowanie tych
procesdw umozliwia wprowadzenie pracia do pochwy. Jest to widoczne eksperymentalnie, jako

pogtebiony (do 400 ms) ruch miednica. Jezeli doszto do wystgpienia erekcji i konsekwentnie
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intromisji, samiec oddziela sie od samicy (najczesciej towarzyszy temu odblokowanie ucisku bokéw
samicy i odskoczenie do tytu. Nastepnie samiec aktywnie zmniejsza stopien erekcji poprzez
wylizywanie pracia (ang. genital grooming). Po intromisji obserwowana jest przerwa trwajgca od
kilkudziesieciu sekund do kilku minut, po ktérej nastepuje kolejna seria mountingéw az do nastepne;j
skutecznej intromisji. Po ok. 2-20 intromisjach dochodzi do ejakulacji. Zjawisko to widoczne jest dla
obserwatora jako pogtebiona, dtuzej trwajaca intromisja (okoto 2s) i zwolnienie uscisku bokéw
samicy z charakterystycznym roztozeniem przednich koriczyn na boki. Sama kopulacja opisywana jest
dodatkowo przez trzy grupy parametrow, stosunkowo stabo ze sobg skorelowanych (Sachs, 1978;
Pfaus iiwsp., 1990). Wskazuje to na odrebnos¢ petli neuronalnych uczestniczgcych w ekspresji
opisywanych przez nie elementdw kopulacji. Pierwsza grupa opisuje efektywnos¢ kopulacji i nalezg
tutaj takie parametry jak latencja ejakulacji (EL - czas od pierwszej intromisji do ejakulacji) oraz
dtugosc¢ przerw pomiedzy intromisjami (l11). Druga grupa reprezentowana przez liczbe intromisji
potrzebnych do osiggniecia ejakulacji (NI- liczba intromisji) opisuje poziom stymulacji genitalnej
potrzebnej do osiggniecia ejakulacji. Trzecia grupa, okresla mozliwosci wystgpienia intromisji i
zmienia sie wraz z zaburzeniami erekcji. Kluczowy parametrem jest tutaj parametr IR (ang.

intromission ratio) okreslajacy stosunek liczby intromisji (N1), do tgcznej sumy mountingéw (NM) i

NI
NM+NI *

intromisji: IR =

Pierwszy okres poejakulacyjny trwa zwykle ok. 5 minut (4-10 minut). Jezeli szczur osigga kilka
ejakulacji, kolejne okresy poejakulacyjne ulegajg wydtuzeniu (Sachs i Barfield, 1976). Okres ten
podzielono umownie na tzw. refrakcje bezwgledng i wzgledng (Beach i Holtz-Tucker, 1949). W
okresie refrakcji bezwzglednej wspdétwystepuje z wokalizacjg ultradzwiekowg w pasmie 22-kHz.
Stabe bodzce bdlowe, ktdre zwykle aktywujgce kopulacje (Barfield i Sachs, 1968) nie skracajg tego
okresu. Natomiast te same bodZce aktywujgce sg efektywne w reaktywowaniu kopulacji po
zaprzestaniu wokalizacji w pasmie 22-kHz. Stad umownie przyjmuje sie ten okres, jako okres refrakgcji
wzglednej (Sachs i Barfield, 1976). W okresie refrakcji bezwzglednej samiec oddala sie od samicy, a
jego aktywnos¢ motoryczna maleje czesto do zaniechania poruszania sie, natomiast w okresie
refrakcji wzglednej aktywnos$¢ motoryczna i poszukiwawcza samca narasta (Dewsbury, 1967). Koniec
okresu poejakulacyjnego wyznaczany jest przez pierwszg intromisje (czasami moze to by¢é mounting)
po ejakulacji, prowadzgc do rozpoczecia nastepnego cyklu kopulacyjnego. Kopulujgcy samiec w ciggu
jednej sesji jest w stanie osiggnag¢ do 8, czasami do 10 ejakulacji (Larsson, 1956; Sachs i Barfield,

1976; Oliver i wsp., 2022).
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Zaleznosc¢ erekcji od kontekstu, Model NCE:

Ze wzgledu na ztozonos¢ fizjologiczng zjawiska erekcji, do parametryzowania tego odruchu
u szczurow, zaproponowano kilka modeli odzwierciedlajgcych odmienne petle neuronalne sterujgce
tym odruchem, zalezne od réznych kontekstéw behawioralnych oraz zréznicowanej regulacji

hormonalnej (Sachs, 2000). Przyktadowo:

e U szczuréw erekcja w trakcie kopulacji (intromisja) sterowana jest przez MPOA a efektywnie
przywracana jest po kastracji terapig opartg o testosteron i estradiol (Meisel i wsp., 1984)

e Erekcje bez-kontaktowe (ang. non-contact erection) bedgce odpowiednikiem ludzkich erekcji
psychogennych, stanowig model erekcji zwigzanych z podnieceniem seksualnym, w wiekszym
stopniu zalezg od MeA i androgendw (T i DHT) a nie estradiolu (Bialy i Sachs, 2002; Kondo i
Sachs, 2002; Cooke i wsp., 2003).

e Erekcje wywotywane eksperymentalng stymulacja czuciowg okolic okotogenitalnych (ang. ex-
copula) a hamowane przez wyzsze pietra OUN, gdyz po przecieciu rdzenia kregowego
znaczgco fatwiej jest je wywotac (Hart i wsp., 1983; Meisel i Sachs, 1980), przywracane sg po
kastracji poprzez terapie androgenami (T i DHT) ale nie estradiolem (Meisel i wsp., 1984)

e Erekcje spontaniczne u szczuréw bez uchwytnych zrédet stymulacji zalezg od stymulacji
neurondéw wydzielajgcych oksytocyne z neurondéw znajdujgcych sie w jadrze przykomorowym

podwzgdrza (PVN) (Melis i Argiolas, 2021).

W celu uzyskania modelu erekcji bez-kontaktowych u szczuréw Benjamin Sachs
zaproponowat model tzw. klatki NCE (ang. Non-Contact Erection) (Sachs i wsp., 1994). Wykorzystuje
sie jg jako narzedzie pozwalajgce mierzy¢ w postaci odrebnego parametru ilos¢ erekcji bez-
kontaktowych u szczuréw, jednoczesnie modyfikujagc modalnosci sensoryczne docierajgce do
zwierzecia. Daje to mozliwos¢ kontrolowania srodowiska sensorycznego kluczowego dla podniecenia
seksualnego. Model NCE rozbudowalismy w celu oceny wokalizacji ultradzwiekowej (Bialy i wsp.,
2019) a nastepnie indywidualnej analizy wokalizacji ultradzwiekowej emitowanej przez samca i

samice (praca nr 3 w prezentowanym cyklu).
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Faza aktywnosci
seksualnej + model
NCE

Nazwa parametru wraz
mierzong wartoscig

Definicja

1. Faza przygotowawcza

(Anticipatory phase)

Wspiecia (ang. Rearing) (n)

liczba wspiec¢ na tylnych tapach

Zmiany poziomu klatki (ang.
Bilevel/Multilevel change) (n)

llos¢ przejsé pomiedzy roznymi
poziomami wielopoziomowej klatki

Czas obwachiwania
(ang. Sniffing) (s)

Czas obwachiwania, w zaleznosci
od modelu mozliwe rozrdznienie
m.in. zapachéw atraktantowych od
innych

Czas aktywnej eksploracji (s)

Pomiar catkowitej aktywnosci
motorycznej samca

2. Inicjacja kopulacji

(Initation of copulation):

Latencja mountingu (ML) (ang.
Mount Latency) (s)

Czas od wpuszczenia samicy do
pierwszego krycia

Latencja intromisji (IL) (ang.
Intromission Latency) (s)

Czas od wpuszczenia samicy do
pierwszego krycia efektywnego (z
intromisjg)

3. Kopulacja

(Copulation):

Latencja ejakulacji (EL) (ang.
Ejaculation Latency) (s),

Il - (ang. Inter Intromission
Interval, brak polskiego
odpowiednika) (s)

Czas od pierwszej intromisji do
pierwszej ejakulacji

Dtugosc¢ przerwy pomiedzy
intromisjami

Oba parametry odzwierciedlajg
tzw. efektywnos¢ kopulacji

Liczba intromisji (NI) (ang. Number
of Intromissions) (n)

Liczba intromisji okreslajgca
stopien stymulacji genitalnej
potrzebnej do osiggniecia ejakulacji

IR (ang. Intromission ratio, brak
polskiego odpowiednika) (n)

Okresla prawdopodobienstwo
wystgpienia erekgcji, liczona ze
wzoru: IR = NI/ (NM + NI).

4.0kres Poejakulacyjny
(PEI)

Latencja intromisji poejakulacji
(PEIL) (ang. Post-Ejaculatory
Intromission latency) (s)

Czas mierzony od ejakulacji do
pierwszej intromisji w nastepnym
cyklu
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(ang. Postejaculatory
Interval)

Latencja mountingu po ejakulacji
(PEIM) (ang. Post-Ejaculatory
Mounting Latency) (s)

Czas mierzony od ejakulacji do
pierwszego mountingu w
nastepnym cyklu

Model Noncontact

(NCE)

No. NCE (ang. Number of Non-
Contact Erections) (n)

Liczba erekcji bez kontaktowych w
trakcie jednej sesji

NCEL (ang. first Non-Non-Contact
Erection Latency) (s)

Czas do wystgpienia pierwszej
erekcji bez kontaktowej

Tabela 2: Zestawienie najwazniejszych klasycznych parametréw behawioralnych mierzonych w
poszczegoblnych fazach aktywnosci seksualnej, oraz modelu NCE. Rozszerzenie tabeli w kontekscie
przedklinicznym wraz z doktadnym opisem zastosowania stanowi tres¢ publikacji 1 z cyklu.

Problematyka wzbudzeniowa:

Ze wzgledu na trwajace w literaturze rozbieznosci terminologiczne uzywane do opisu

behawioru seksualnego, a takze pewne niezgodnosci panujgce w srodowisku (Agmo, 2011) warto

zdefiniowac uzywane przez nas pojecia.

W pracach postugujemy sie pojeciem ,sexual arousalu”, ktore za Sachsem (Sachs, 2000) definiujemy

jako pewien umowny poziom wzbudzenia struktur specyficznych dla reakcji seksualnych,

umozliwiajgcych przeprowadzenie tych proceséw. Wzbudzenie seksualne rozumiemy wiec jako

catos¢ proceséw aktywacji, specyficznych dla reakcji seksualnych struktur OUN, prowadzacych do

odpowiedzi ze strony autonomicznych uktadéw efektorowych uczestniczgcych w kopulacji (Sachs

2000). W praktyce, zjawisko najprosciej jest zaobserwowad w postaci widocznej erekcji. Polskim

odpowiednikiem angielskiego pojecia ,sexual arousal” jest ,wzbudzenie seksualne” lub ,podniecenie

seksualne”, przy czym to ostatnie ze wzgledu na pewng niezgrabnos$¢ semantyczng (w jezyku polskim

,podniecenie” rozumiane jest jako seksualne) nie jest tutaj uzywane.

W przeciwienstwie do angielskiego terminu ,,sexual arousal” — wzbudzenia seksualnego, angielskie

termin ,general arousal” dotyczy poziomu responsywnosci zwierzecia w odpowiedzi na bodzce, w

tym inne niz seksualne, i moze by¢ obrazowany np. poprzez typowe zmiany w zapisie

elektroencefalograficznym (EEG). Z fizjologicznego punktu widzenia determinujace ,general arousa

IM
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sg centralne osrodki wzbudzeniowe (pniowo-wzgdrzowo-korowe) umozliwiajgce utrzymania poziomu
czuwania adekwatnego do istniejgcej sytuacji. Odpowiedni poziom wzbudzenia ogdlnego (ang.
general arousal), jest w tej sytuacji nadrzednym warunkiem mozliwosci osiggniecia podwyzszonego
poziomu wzbudzenia seksualnego. Jednakze w trakcie obserwacji behawioralnej mozna wyodrebnic
sktadowe wzbudzenia ogdlnego np. poprzez mierzenie aktywnos$ci motorycznej samca niezwigzanej z
samicg (stymulowanych przez bodzZce nie bedgce atraktantami seksualnymi np. jedzenie, zapach
obcych osobnikdw tej samej ptci), lub poprzez substancje farmakologiczne dziatajgce przeciwstawnie
na wzbudzenie ogdlne i seksualne (np. psychostymulanty zwiekszajgce aktywnosc¢ eksploracyjng przy
zaburzeniu erekcji, lub modulatory uktadu 5-HT1A zmniejszajgce aktywnos¢ eksploracyjng przy

krétszej latencji intromisji i ejakulacji.

Pojecie motywacji ma wiele réznych definicji w zaleznosci od eksperymentalnego modelu bazowego.
Z behawioralnego punktu widzenia motywacje seksualng zdefiniowaé mozna jako
prawdopodobienstwo zaobserwowania reakcji umozliwiajgcej dazenie do wystgpienia interakcji
seksualnych. Przedstawiajgc obrazowo réznice pomiedzy tymi dwoma procesami: motywacje
seksualng okreslilibysmy stowem ,,chcie¢”, a miarg bytaby reakcja instrumentalna (Konorski, 1969;
Beck, 1971) i wspotwystepujgca u szczurow emocjonalna komponenta w fazie przygotowawcze;j -
wokalizacja w pasmie 50-kHz (praca nr 2 cyklu) zalezna od pamieci standw emocjonalnych i
wiasciwosci nagradzajgcych kontaktéw seksualnych (Bialy i wsp. 2000). Wzbudzenie seksualne
(sexual arousal) okreslilibysmy z kolei stowem ,,mdc”, odzwierciedlajgce reakcje ze strony uktadu

autonomicznego pojawiajgcy sie po ekspozycji na dochodzgce bodzce o charakterze seksualnym.

Sciste rozréznianie tych proceséw nie jest powszechne w literaturze naukowej, wymaga wiec
doprecyzowania parametréw opisujacych te dwa zjawiska. Jednym z zatozen przewodnich cyklu
publikacji byto wiec przeprowadzenie analizy USV emitowanej przez szczury, pozwalajacej na
rozréznienie ultradzwiekdw emitowanych w trakcie reakcji poszukiwawczej zwigzanej z motywacjg
seksualng oraz wokalizacji zwigzanej z testem behawioralnym badajgcym podwyzszony poziom lub

fluktuacje wzbudzenia seksualnego.
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GA SA SM
Faza H L H
przygotowawcza
Kopulacja H H H
Okres
poejakulacyjny
VOC-NCE 111 I 51

Tabela 3: Uproszczone zréznicowanie omawianych sktadowych w réznych fazach aktywnosci
seksualnej. H — poziom wysoki, L-niski, | —zmienny w trakcie; GA -wzbudzenie ogdlne, SA-
wzbudzenie seksualne, SM -motywacja seksualna (od niskiego od wysokiego) (z publikacji 3 cyklu,
zmodyfikowana).

Wokalizacja ultradzwiekowa u szczuréw (USV):

Najstarsze doniesienia o0 mozliwosci wykorzystywania ultradzwiekdw przez szczury pochodza
z lat 40 XX wieku. W tym czasie, ze wzgledu na ograniczenia technologiczne udowodniono jedynie
zdolnos¢ szczuréw do odbierania sygnatéw miedzy 20-kHz a 60-kHz (Gould i Morgan, 1941, 1942;
Gourevitch i Hack, 1966). Pierwsza udana rejestracja emisji u szczurow zostata zaprezentowana przez
Andersona w 1954 r. (Anderson, 1954), natomiast u myszy w 1956 r. (Zippelius i Schleidt, 1956). Lata
60-te przyniosty wzrost ilosci publikacji, do czego przyczynit sie rozwéj technik rejestracji
ultradzwiekowych opartych o systemy detekcji nietoperzy (tzw. bat-detectory) (Pye i Finn, 1964).
Umozliwity one opisanie wokalizacji u wielu gatunkéw gryzoni i innych matych ssakéw: myszy (Mus
musculus) (Allin i Banks 1971; Bell i wsp., 1972), chomika syryjskiego (Mesocricetus auratus) (Okon,

1971), gerbili (Elwood, 1979) i innych gryzoni (Sewell, 1970; Begg, 1976).

W przypadku szczuréw doswiadczenia wykazaty istnienie wokalizacji u oseskdw w okresie
krytycznego ksztattowania homoiothermi, wskazujgc na silng komponente autonomiczne;j
odruchowosci, wyzwalanej przez swoiste bodzce: termiczne, czuciowe, zapachowe (Allin i Banks,

1971; Oswalt i Meier, 1975). Jednoczes$nie uwidocznito to wrodzong, aczkolwiek zréznicowang
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osobniczo zdolnos$¢ do emisji ultradZzwiekowej (Whitney, 1970; Bell i wsp., 1972; Graham i Letz,
1979). Doswiadczenia tego okresu wskazaty réwniez na mozliwosc¢ funkcji komunikacyjnej wokalizacji
szczuréw w przypadku oseskdw (Allin i Banks, 1972; Bell i wsp., 1974; Conely i Bell, 1978; Hofer i
Shair, 1978).

Catos¢ doprowadzita do wyodrebniania réwnolegtych, komplementarnych podejs¢ w uzyciu

modeli zwierzecych w badaniach nad wokalizacjg. Do najpopularniejszych z nich zaliczamy:

- USV u oseskdw i form mtodocianych zaréwno szczuréw jak i myszy, wskazujac na
wokalizacje jako parametr w trakcie reakcji poszukiwawczych i afiliacyjnych w uktadach matka —
potomstwo (Walker i wsp., 2003; Barron i Gilbertson, 2005; Saucier i wsp., 2008; Shair i wsp., 2015;
Tesdahl i wsp., 2017; Guma i wsp., 2021).

- USV form dorostych innych gryzoni niz szczury, myszy (Burke i wsp., 2018; Warren i wsp.,
2018; Fyke i wsp., 2021; Kikusui i wsp., 2021; Caruso i wsp., 2022), gerbili (Holman i wsp., 1991, 1995;
Zaytseva i wsp., 2019, 2020; Yu i wsp., 2020) i réznych gatunkéw chomika (Floody i wsp., 1987, 2009;

Keesom i wsp., 2015; Rendon i wsp., 2015).

Jezeli nie zaznaczono inaczej, cytowane w dalszej czesci pracy odnoszg sie do wokalizacji
ultradzwiekowej emitowanej przez doroste szczury. Szczegétowy opis wynikdw doswiadczen przy
uzyciu innych modeli gatunkowych wykracza poza ramy tego opracowania warto jednak zwrécié
uwage, ze ze wzgledu na zaktadang wysoka homologie ewolucyjng struktur uczestniczacych w
generowaniu wzorcow neurobehawioralnych pomiedzy réznymi gatunkami gryzoni, stanowig one

komplementarne zrdodto wiedzy (Sales i Pye, 1974; Fernandez-Vargas, 2018).

Stosujac osrodkowe podania farmakologiczne, Brudzynski (2015) zaproponowat prosty
podziat wokalizacji szczuréw na dwa podstawowe typy. Uwzglednia on subiektywna komponente
emocjonalng szczuréw towarzyszgcg emisji. | tak, stymulacja cholinergiczna karbacholem w podaniu
podwzgdrzowym (MPOA/AH) inicjowata wokalizacje w pasmie 22-kHz (Brudzynski & Bihari 1990;
Brudzynski i wsp., 1991; Brudzynski, 1994). Wokalizacja ta zostata rowniez zaobserwowana w trakcie
zachowan agresywnych (Sales, 1972; Vivian i Miczek, 1993), indukcji bélu (Calvino i wsp., 1996; Naito
i wsp., 2006; Burgdorf i wsp., 2019), a takze pod wptywem gwattownych uderzen powietrza w
nozdrza szczura (ang. air-puff) (Inagaki i Mori 2014; Browning i wsp., 2017). Z tego wzgledu

utozsamiana jest z reakcjami awersyjnymi.

Z kolei obwodowe i osrodkowe podania agonistow uktadu dopaminergicznego nasilaty ekspresje w
pasmie 50-kHz, podczas gdy antagonizacja zmniejsza intensywnosc tej wokalizacji (Brudzynski i wsp.

2011; Williams i Undieh 2016; Silkstone i Brudzynski, 2020). Emisja 50-kHz towarzyszy takim

28 |Strona



reakcjom jak m.in: zachowania agresywne (Burgdorf i wsp., 2009; Burke i wsp., 2017a), zabawa z
eksperymentatorem (Burgdorf i wsp., 2005; Panksepp i Burgdorf 2010; Bombail i wsp.,2021), zabawy
u form mtodocianych (Lukas i Wohr, 2015; Seffer i wsp., 2015; Burke i wsp., 2017b), reakcje
poszukiwawcze zwigzane z jedzeniem (Brenes i Schwarting, 2014, 2015; Mateus-Pinheiro i wsp.,
2014) i nie-seksualne interakcje socjalne (Wohr i wsp., 2017; Seidisarouei i wsp., 2021), a takze
wspomniana wokalizacja oseskéw. Wymienione obserwacje doprowadzity do przypisania wokalizacji
50-kHz pozytywnej komponenty emocjonalnej, natomiast wokalizacji 22-kHz negatywnej (Burgdorfi
wsp., 2005; Brudzynski, 2021). Niezaleznie jednak od interpretacji psychologicznej oraz
socjobiologicznej, do dnia dzisiejszego przeprowadzono szereg eksperymentdéw farmakologicznych, w
ktérych analizowany byt parametr wokalizacyjny szczuréw. Do przyktadowych nalezg doswiadczenia z

uzyciem:

-agonistéw i antagonistow uktadu dopaminergicznego w tym lekdw przeciwpsychotycznych
(Brudzynski i wsp., 2012; Ringel i wsp., 2013; Scardochio i Clarke, 2013; Buck i wsp., 2014a; Watson i
wsp., 2016; Shimoju i Shibata, 2021)

-innych substancji o dominujgcych wtasciwosciach psychostymulujgcych: kokainy (Mutschler i
Miczek, 1998; Mu i wsp., 2009; Barker i wsp., 2010; Ma i wsp., 2010; Mcmurray i wsp., 2013; Williams
i Undieh, 2016; Montanari i wsp., 2020), kofeiny (Simola i wsp., 2010), amfetaminy (Hamed i wsp.,
2016; Mulvihill i Brudzynski, 2018; Kuchniak i wsp., 2019; Lawson i wsp., 2021; Wéhr, 2021),

mefedronu (Philogene-Khalid i wsp., 2017).

-substancji o powinowactwie do receptoréw GABA w tym etanolu (Knapp i wsp., 1997; Willey i Spear,
2014; Thakore i wsp., 2016; Mittal i wsp., 2019, 2020; Shahrier i Wada, 2020) i benzodiazepin (Miczek
i Vivian 1993; Vivian i wsp., 1994; de Oliveira Guaita i wsp., 2018; Sanchez i wsp., 2022)

- opioidow wraz ze swoistymi antagonistami (Vivian i Miczek, 1991; 1993; Shepherd i wsp., 1992;
Haney i Miczek, 1994; Nazarian i wsp., 2001; Covington 3rd i Miczek, 2003; W&hr i Schwarting, 2009;
Avvisati i wsp., 2016; Best i wsp., 2017)

-zwigzkéw modulujgcych aktywnos$¢ uktadu 5-HT, w tym powszechnie uzywanych lekéw
przeciwdepresyjnych (Olivier i wsp., 1998; Schreiber i wsp., 1998; Sanchez, 2003; De Vry i wsp., 2004;
Bardin i wsp., 2010; Zimmerberg i Germeyan, 2015; Machado Figueiredo i wsp., 2019)

-substancji o dziataniu cholinolitycznym (Brudzynski, 1994; Brudzynski i Barnabi, 1996; Schildein i
wsp., 2000; Silkstone i Brudzynski, 2019; Rojas-Carvajal i wsp., 2022) i cholinomimetycznym (Simola i
wsp., 2014; Swalve i wsp., 2019; Wang i wsp., 2020)
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-substancji o powinowactwie do uktadu adrenergicznego (Hard i wsp., 1988; Blumberg i wsp., 2000;

Farrel i Alberts, 2000; Blumberg i wsp., 2002; Krall i wsp., 2005)

-modelach ekspozycji toksykologicznej prenatalnej i perinatalnej (Pocock i wsp., 2002; Blumberg i

wsp., 2002; Morales-Navas i wsp., 2020) oraz postnatalnej (Cagiano i wsp., 1987; Varga i wsp., 2015)

Dodatkowo z wykorzystaniem protokotéw behawioralnych zaproponowano wykorzystanie USV

szczuréw jako parametru do opisu szczurzych modeli:

- uzaleznien (Maier i wsp., 2010; Williams i Undieh, 2010; Barker i wsp., 2014; Buck i wsp., 2014b;
Taracha i wsp., 2015; Chang i wsp., 2019)

- autyzmu (Zhang-James i wsp., 2014; Cezar i wsp., 2018; Scattoni i wsp., 2018; Bigelow i wsp., 2022)

- depresji/leku/PTSD (Borta i wsp., 2006; Hodgson i wsp., 2008; Yee i wsp., 2012; Willadsen i wsp.,
2018; Emmerson i wsp., 2020; Reyes i wsp., 2021)

- choroby afektywnej dwubiegunowej oraz psychoz (Boulay i wsp., 2013; Engelhardt i wsp., 2017;
Potasiewicz i wsp., 2019; Krug i wsp., 2020; Kanazawa i wsp., 2021)

- bélu, w tym modele analgetyczne (Calvino i wsp., 1996; Han i wsp., 2005; Aleman-Laporte i wsp.,

2020)

- zaburzen neurodegeneracyjnych i otepien (Ciucci i wsp., 2008, 2010; Johnson i wsp., 2011; Kelm-

Nelson i wsp., 2016).

Catosciowo obrazuje to ugruntowana przynaleznos¢ wokalizacji ultradzwiekowej jako
parametru wykorzystywanego w badaniach biomedycznych uzasadniajgc dalsze prowadzenie badan

nad tym zjawiskiem z perspektywy przedkliniczne;j.
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Rycina 1. Przyktadowe zarejestrowane sygnaty ultradzwiekowe w naszej pracowni. Na gérze
modulowana czestotliwosciowa emisja tzw. 50-kHz, na dole tzw. wokalizacja 22-kHz z modulowanym
elementem konczgcym. (system rejestracji i analizy Sonotrack R.)
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Rycina 2: Uproszczony schemat obrazujgcy rozpieto$¢ zastosowania wokalizacji ultradZzwiekowej
szczuréw w badaniach psychofarmakologicznych.
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USV i behawior seksualny:

W przypadku reakcji socjoseksualnych u szczuréw, uwage badaczy od poczatku przykuto
zjawisko wokalizacji w trakcie okresu poejakulacyjnego. Wokalizacja ta obejmuje ok 3/4 catkowitego
czasu pierwszego PEI (Barfield i Geyer, 1972, 1975), co wydaje sie korespondowac z okresem refrakcji
bezwzglednej (Sachs i Barfield 1976). W przeciwienstwie do krétkich (10-50 ms) sygnatéw o
fluktuujacych czestotliwos$ciach w pasmie 40-50-kHz obserwowanych w trakcie innych interakgji,
wokalizacja poejakulacyjna (22PE) charakteryzuje sie nizszg i relatywnie statg (nie-modulowang)
czestotliwoscig (okoto 22-kHz), oraz dtuzszym czasem poszczegdlnych sygnatéw (100 ms-3 s).
Potwierdzito to prezentowany wczesniej dualizm czestotliwo$ciowy wokalizacji u szczuréw,
wystepujacy w trakcie interakcji seksualnych i agresywnych (Sales, 1972). Przy czym emisja 22PE
zalezy od stymulacji hormonalnej (Sachs i wsp., 1973; Parrot i Barfield, 1975; Parrot, 1976), bodzcow
od proceptywnej samicy (Barfield i Thomas 1986, Sachs i Bialy, 2002), numeru ejakulacji w sesjach
wieloejakulacyjnych do wyczerpiania seksualnego (Brown, 1979). Otrzymane wyniki sktonity réwniez
badaczy do zaproponowania potencjalnej roli socjobiologicznej emisji 22PE (funkcja komunikacyjna):
,desist-contact” (emisja jako unikanie kontaktu socjoseksualnego) (Anisko i wsp., 1978); hipoteza
dostrajania seksualnego (Mclntosh i wsp., 1978); hipoteza , rywalizacji seksualnej” (wokalizacja w
ksztattowaniu hierarchi) (Barfield i Thomas, 1986), hipoteza termoregulacyjna (powolny wydech
generujgcy USV jest efektem chtodzenia mézgu) (Blumberg i Moltz, 1987,1988; Blumberg i Alberts,
1991). Zadnej z zaproponowanych hipotez nie udato sie udowodni¢ w sposéb dostateczny. Dalsze
doswiadczenia wskazaty na zaleznos$¢ 22PE od stymulacji dopaminergicznej (zmniejszenie emisji pod
wptywem agonizacji D2 i w mniejszym stopniu D1) (Cagiano i wsp. 1989, Beck i wsp., 2002). Podobnie
agonizacja receptoréw 5-HT1A istotnie zmniejsza 22PE, skracajgc rowniez latencje intromisji i
ejakulacji (Mos i wsp., 1991), hamujgco réwniez dziatato osrodkowe podanie antagonisty receptora
GABAA (Fernandez-Guasti i wsp., 1985). Ponadto przeprowadzone przy udziale autora cyklu
doswiadczenie wykazato, ze hamujgco na ekspresje dziatajg réwniez zapachy obcych samcéw (Bialy i
wsp., 2016). Catos¢ wynikéw wskazuje na silng zaleznosé miedzy odpowiedzig osrodkowa
wystepujgcg w trakcie okresu poejakulacyjnego w tym gtéwnie w czasie okresu refrakcji bezwglednej,
a 22PE. Parametr ten daje wiec mozliwos$¢ analizowania gwattownych zmian poziomu pobudzenia
seksualnego (z definicji okresu refrakcji), jak i poziomu wzbudzenia ogdlnego (widoczne jako

wspomniane wrzeciona senne w EEG i spadek aktywnosci samca) (Barfield i Geyer, 1975).

Poza wokalizacjg w pasmie 22-kHz interakcje socjoseksualne szczuréw obfitujg w emisje 50-
kHz, wystepujacg we wszystkich fazach aktywnosci, a takze formy posrednie o modulowanej
czestotliwosci 50-22-kHz (Bialy i wsp,. 2019). Szczegdtowy opis wraz z dyskusjg tych czestotliwosci

stanowi tres¢ publikacji 2 i 3.
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Rycina 3: Schemat obrazujgcy typowo rejestrowane ultradzwieki w trakcie aktywnosci seksualnej z
podziatem na tzw. 50- i 22-kHz. (zmodyfikowane z publikacji 3 cyklu).

Doswiadczenia prowadzone na modelu behawioru seksualnego s intensywnie rozwijang
dyscypling w obrebie nauk fizjologicznych, o czym swiadczy zaréwno ilos¢ artykutow jak i istotny
wkitad, ktéry wniosty do wiedzy biomedycznej. Jednoczesnie parametr wokalizacyjny, ktory
przekroczyt klasyczng dyscyplinarnosé zwigzang z tematyka etho-komunikacji i psychobiologii zaczat
odgrywaé wazng role w badaniach przedklinicznych. Symultaniczne stosowanie zaréwno klasycznych
parametréw behawioru seksualnego wraz z parametrem ultradzwiekowym moze poszerzy¢ jakosc
prowadzonych badan i umozliwi¢ lepsze zrozumienie otrzymywanych wynikéw. Celem publikacji
wchodzacych w sktad cyklu byto wiec poprawienie jakosSci opisu parametru ultradzwiekowego w

kontekscie reakcji socjoseksualnych, w celu uzyskania lepszej translacyjnosci wynikow.
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Zatozenia i cele pracy

Publikacja 1:

Celem prezentowanej pracy przeglgdowej byto zaprezentowanie modelu behawioru
seksualnego szczura, jako uzytecznego narzedzia do prowadzenia podstawowych i przedklinicznych
badan biomedycznych. Ze wzgledu na interdyscyplinarnosé tematyki obejmujgcej zagadnienia
klasycznego behawioryzmu, wspdtczesnej wiedzy fizjologicznej w tym neurofizjologicznej,
farmakologii i patologii klinicznej, istnieje koniecznos$¢ prezentowania podobnych syntez. Ma to o tyle
znaczenie, ze w duzej ilosci prac przegladowych zwigzanych z behawiorem seksualnym brakuje
powigzania miedzy wiedzg podstawowg, a modelami chorobowymi. W pracy nacisk potozony zostat
na wykorzystanie klasycznych parametréw behawioralnych i wokalizacji ultradzwiekowej w

kontekscie ich uzytecznosci w modelach badan przedklinicznych.

Publikacja 2:

Celem przeprowadzonych eksperymentdéw byt doktadny, uwzgledniajacy poszczegdline
podtypy, opis wokalizacji ultradzwiekowej emitowane] przez samca szczura w celu walidacji
przydatnosci emisji ultradzwiekowej jako parametru uzytecznego w podstawowych i przedklinicznych
badaniach biomedycznych. W trakcie przeprowadzonych eksperymentéw poddano szczegétowej
analizie wokalizacje w tzw. fazie przygotowawczej (ang. anticipatory behavior), badajac zaleznosc¢
pomiedzy poziomem motywacji seksualnej, a typem i iloscig emitowanych ultradZzwiekdéw przez
samcow. Analiza dotyczyta USV w pasmie ok. 50-kHz, weryfikujac przydatnos¢ proponowanego
literaturowo podziatu w obrebie tej grupy w trakcie analizy fazy przygotowawczej. Drugi typ w
pasmie ok 22-kHz nie byt analizowany ze wzgledu na wysoce sporadyczng czestos¢ jego
wystepowania w trakcie fazy przygotowawczej. Analiza ilosciowa sygnatéw stanowita prébe
odpowiedzi na pytanie o zalezno$¢ miedzy wokalizacjg w tym pasmie, a poziomem motywacji
seksualnej, a takze czy istnieje zaleznos¢ miedzy konkretnym podtypem ultradZzwiekéw pasma 50-kHz
a motywacjg seksualng. Dodatkowym celem artykutu byto poréwnanie profilu ultradzwiekowego
uzyskanego przez doktadng (manualng, nie korzystano z automatycznej obrébki USV) analize
spektrograméw kazdego szczura w celu okreslenia stopnia indywidualizacji zapisu. Jezeli szczury
wokalizowatyby w sposéb znaczgco rdznigcy sie istotnie od siebie, Swiadczy¢ by to mogto o

indywidualnych charakterze wokalizacji i/lub spekulowanym zréznicowaniu emocjonalnym
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towarzyszacym wokalizacji. Jezeli wokalizacja wygladataby podobnie, prawdopodobnie ma charakter
bardziej odruchowy, ale o wiekszym zastosowaniu predykcyjnym w konkretnym kontekscie

doswiadczalnym, a w tym przypadku do mierzenia motywacji seksualnej.
Celem pracy byto odpowiedzenie na pytania eksperymentalne:

1) Czy ilos¢ ultradzwiekéw w fazie przygotowawczej odzwierciedla poziom motywacji
seksualnej? 2) Czy ilo$¢ ktdregos ze specyficznych podtypow ultradzwiekow odzwierciedla ten

poziom? 3) Czy wokalizacja przygotowawcza ma elementy swoiste dla tej fazy reakcji?

Publikacja 3:

Istotnym problemem w trakcie analizy ultradzwiekowej szczuréw jest ustalenie zrédta emisji,
tzn. przypisanie emitowanych ultradzwiekéw do emitujacego je osobnika. Do tej pory rozwigzaniem
tego problemu byto: nagrywanie pojedynczych, izolowanych osobnikéw, sedacja jednego ze zwierzat
w eksperymencie, proby pisania dedykowanego kodu umozliwiajgcego analize wielokierunkowego
sygnatu przy wykorzystaniu wielu mikrofonéw. Ograniczeniem pierwszej i drugiej metody jest
deprywacja bodzcowa, szczegdlnie problematyczna w doswiadczeniach socjoseksualnych. W
przypadku metody trzeciej, aktualny brak komercyjnej dostepnosci systemu dedykowanego dla tego
rozwigzania uniemozliwia popularyzacje metody. Wystepuje konieczno$é odrebnego
dostosowywania pisanego programu dla poszczegdlnych systemdw rejestracji, obnizajac jego

stosowalnosé.

Celem pracy byto uzyskanie wydajnej i wiarygodnej metody rozdziatu, separacji USV, ktéra
pozwataby na przyporzadkowanie konkretnych typow ultradzwiekowych do osobnika, i korelacje tych
zmian z innymi badanymi parametrami behawioralnymi. Zastosowano modyfikacje w klatce NCE
(nazwanej jako VOC-NCE) stosujgc ekran akustyczny, dwa mikrofony i analizowano zapisy z tych

dwoch zrédet.
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Normal or dysfunctional sexual behavior seems to be an important indicator of health or
disease. Many health disorders in male patients affect sexual activity by directly causing
erectile dysfunction, affecting sexual motivation, or both. Clinical evidence indicates that
many diseases strongly disrupt sexual motivation and sexual performance in patients
with depression, addiction, diabetes mellitus and other metabolic disturbances with
obesity and diet-related factors, kidney and liver failure, circadian rhythm disorders, sleep
disturbances including obstructive sleep apnea syndrome, developmental and hormonal
disorders, brain damages, cardiovascular diseases, and peripheral neuropathies.
Preclinical studies of these conditions often require appropriate experimental paradigms,
including animal models. Male sexual behavior and motivation have been intensively
investigated over the last 80 years in animal rat model. Sexual motivation can be
examined using such parameters as: anticipatory behavior and 50-kHz ultrasonic
vocalizations reflecting the emotional state of rats, initiation of copulation, efficiency
of copulation, or techniques of classical (paviovian) and instrumental conditioning. In
this review article, we analyze the behavioral parameters that describe the sexual
motivation and sexual performance of male rats in the context of animal experimental
models of human health disorders. Based on analysis of the parameters describing
the heterogeneous and complex structure of sexual behavior in laboratory rodents, we
propose an approach that is useful for delineating distinct mechanisms affecting sexual
motivation and sexual performance in selected disease states and the efficacy of therapy
in preclinical investigations.

Keywords: sexual
bolic disorders, male

, sexual K i izati pi , anxiety,

INTRODUCTION

Sexual interaction has been one of the most intensively studied appetitive behaviors over the
last 80 years. Copulation differs between species, but detailed investigation of the mechanisms
regulating the behavior of one species seems to be important from the perspective of comparative
physiological research. Furthermore, effective sexual interactions involve activation of a
sequence of behavioral patterns that depend on distinct brain structures, neural networks,

November 2019 | Volume 13 | Article 257
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and neurotransmitters. The amygdala (A), bed nucleus of
stria terminalis (BNST), medial preoptic area (MPOA), and
central tegmental field/subparafascicular nucleus of the thalamus
constitute the core central structures. They connect with
the dopaminergic mesolimbical, mesocortical, and nigrostriatal
tracts, lateral and ventromedial hypothalamus, paraventricular
nucleus of the hypothalamus, ventral premammilary nucleus,
midbrain periaqueductal gray, nucleus paragigantocellularis of
the medulla, and autonomic regions of the spinal cord and
regulate sexual motivation, arousal, and copulatory performance.
Detailed analysis of neural networks and neurotransmitters in the
context of sexual behavior is outlined in several recent reviews
(Hull and Rodriguez-Manzo, 2017; Hill and Elias, 2018; Seizert,
2018; Le Moéne and Agmn, 2019).

With this background, analysis of the sexual activity
of laboratory rodents provides a powerful experimental
tool for studying the inheritable traits, endocrine factors,
neurotransmitter systems, and neural networks involved in
evolutionarily preserved as well as experience-dependent aspects
of behavior.

In this review article, we analyze the behavioral parameters
describing the sexual motivation and sexual performance of
male rats in the context of health disorders in humans.
Based on analysis of parameters describing the heterogeneous
and complex structure of sexual behavior in laboratory
rodents, we propose an approach that is useful for delineating
distinct mechanisms affecting sexual motivation and sexual
performance in disease states and the efficacy of therapy
in preclinical investigations. Furthermore, we argue that this
approach could be applied for more precise determination of
specific mechanisms involved in abnormal or disturbed sexual
behavior in rats that are translationally related to human
health disorders. In particular, translational research in rodent
models of sexual behavior has provided important insights
into the pathomechanisms and pharmacotherapy of clinical
conditions that are described in the Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders 5th edition (DSM 5) and in the
International Statistical Classification of Diseases and Related
Health Problems 10th revision (ICD-10), including premature
ejaculation, paraphilias, mood and anxiety disorders as well
as neurological and metabolic diseases (McVary et al.,, 1997;
Gronli et al, 2005 Giuliano and Clément, 2006; Hawley
et al, 2013; Pfaus et al, 2013; Kang et al, 2014; Olayo-
Lortia et al.,, 2014; Sanna et al.,, 2014; Faulkner et al., 2015;
Babaei-Balderlou and Khazali, 2016; Oosting et al., 2016;
Ramirez-Rodriguez et al., 2017; Hernandez and Fernandez-
Guasti, 2018; Novati et al., 2018). In this light, we propose
that in various rodent models of human disease states,
sexual motivation and performance may be differently affected,
which is reflected in distinct changes of specific components
of male rat sexual behavior. However, this translational
potential of animal models of sexual behavior for investigating
human disorders should be exploited cautiously, as not all
aspects of sexual behavior and health disorders are identical
in rats and humans (Le Moéne and Agmo, 2019). Here,
we present an outline of male rat sexual behavior in the
context of rodent models of human diseases, which should

Frontiers in Behavioral Neuroscience | www.frontiersin.org
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be helpful in finding appropriate experimental models for
evaluation of pathomechanisms, therapeutic interventions, and
alternatives to the current therapies in preclinical studies.
Owing to the specificities and differences of male and
female sexual motivation and behavior under physiological
conditions and in health disorders (Pfaff, 2017; Hill and
Elias, 2018), we did not analyze female sexual behavior in
the review.

SEXUAL BEHAVIOR AS AN
EXPERIMENTAL MODEL

The sexual behavior of male rats consists of the anticipatory
stage during which a male searches for a receptive female,
followed by an initiation stage during which a male and a
female show mutual investigation. At the end of the initiatory
stage, rats begin to copulate. Female behaviors, including
sex-soliciting behavior, receptivity, and occurrence of the
lordosis reflex (measured as % displaying lordosis), influence
the initiation stage and copulatory performance, as lordosis
allows for intromission. Copulation comprises specific highly
stereotypical motor patterns, including mounting, intromission,
and ejaculation. Mounting is a pattern when a male lifts his
forebody over the female hindquarters, clasping her flanks
with his forepaws, and begins a series of rapid shallow
movements of the pelvis. When the glans penis detects the
vagina, a male can perform rapid erection, with a deeper
intravaginal thrust, which is followed by immediate dismounting.
This mounting-intromission-dismounting pattern is repeated
until ejaculation is achieved. Ejaculation is marked by a
long-lasting intromission (about 1-2 s), which a male rat
usually achieves after a few to a dozen intromissions. Rats
usually copulate for up to eight ejaculations until copulatory
satiation (Larsson, 1956; Sachs and Barfield, 1976). During
all these stages, rats produce a complex series of ultrasound
vocalizations of various frequencies and temporal patterns
(Barfield et al, 1979). Furthermore, fully expressed sexual
behavior requires both sexual motivation and sexual arousal,
which should be treated as two distinct phenomena (Sachs,
2000). Sexual arousal depends on the activation of brain networks
within the brainstem that simultaneously control behavioral and
autonomic nervous system responses during sexual interaction
and is mainly manifested by penile erection, whereas sexual
motivation drives and maintains subsequent stages of sexual
behavior (Schober et al., 2011; Agmo, 2011). Differences between
sexual motivation and sexual arousal, or more precisely the
fact that these processes are not interchangeable or equivalent,
can be explained by the analysis of non-copulating male rats
or asexual orientation in humans. In healthy non-copulating
rats, noncontact erections are present during exposure to the
receptive female in spite of the absence of an attempt to copulate,
which is especially visible after medial preoptic lesions (Stefanick
and Davidson, 1987; Liu et al., 1997; Portillo and Paredes,
2019). Similar dissociation between sexual arousal and sexual
motivation can be seen in asexually oriented men. The level
of masturbation in healthy asexual men is similar to that in
heterosexual counterparts, but with no motivation for either
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anticipatory

general
arousal

FIGURE 1 | Components—factors of male sexual behavior in relation to sexual motivation, general arousal, and sexual arousal. Anticipatory behavior is related to
sexual motivation and general arousal. The initiation phase is powered by sexual motivation and leads to the enhancement of sexual arousal necessary to evoke
penile erection. Anxiety inhibits this phase. Copulation rate is related to the reciprocally augmented level of sexual motivation and sexual arousal as well as to general
arousal. NI, number of intromissions, is reciprocally related to sexual arousal accumulation and affects the copulatory rate. IR, intromission ratio, is dependent on

erectile function/dysfunction and strongly affects copulatory efficiency.

initiation

sexual motivation

copulation rate

IR
opulatory
preformance

hetero or homosexual interactions (Brotto et al., 2010; Portillo
and Paredes, 2019).

The sexual behavior of a male rat contains both inheritable
arousal-activated neuronal networks and networks that
are experience-dependent and modified by classical and
instrumental conditioning (Pfaus et al, 2001; Hull and
Rodriguez-Manzo, 2017). Based on statistical factor analysis
of sexual behavior in copulatory experienced rats, five
independent components of sexual behavior have been
distinguished: anticipatory, initiation, rate of copulation,
number of intromissions, and intromission ratio (IR; Sachs,
1978; Pfaus et al, 1990). All five components of sexual
interactions are summarized in Figure 1 and discussed below
from the perspectives of sexual motivation, general arousal, and
sexual arousal.

Anticipatory Behavior

In standard laboratory procedure, a male rat is usually placed
in the experimental chamber for 5 min before introduction of a
receptive female (Larsson, 1956). During this time, anticipatory
behavior is measured by intensiveness of chamber exploration,
number of rearings, or changes of levels in special bi-level
apparatus (Mendelson and Gorzalka, 1987; Mendelson and

Frontiers in Behavioral Neuroscience | www:.frontiersin.org

Pfaus, 1989). In sexually experienced males, intensiveness of
exploration with looking for cues from a female co-occurs with
intensive ultrasonic vocalizations in the 50-kHz band, termed
precontact vocalizations (PVs; Bialy et al.,, 2000). Ultrasounds
emitted by rodents, in addition to olfactory cues, are a signal
for identification of individuals (Holy and Guo, 2005; Asaba
et al,, 2014). Ultrasonic vocalizations in the 50-kHz band reflect
the emotional state of rodents and are related to the activation
of the nucleus accumbens (Hamed et al.,, 2016; Mulvihill and
Brudzynski, 2018). Ultrasounds also cause rats to react by
approaching a sound source (Wéhr and Schwarting, 2007;
Pultorak et al,, 2016). The number of PVs during the acquisition
of sexual experience is related to the level of sexual experience
and conditioning to odor cues and conditioning stimuli (CS)
from the experimental chamber, and it depends on the rewarding
value of sexual contacts (Bialy et al., 2000).

PVs and other elements of anticipatory behavior can be
completely suppressed by repeated dopamine DI receptor
activation in the nucleus accumbens without significant effects
on subsequent copulatory behavior (Bialy et al, 2010).
Furthermore, increase in the number of PVs during the
acquisition of sexual experience is inhibited by NMDA
antagonists but is not related to the initiation of copulation
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measured by mount latency (ML; see below; Bialy et al,
2000). These observations indicate that anticipatory behavior
depends on different neural networks than initiation and
copulatory behaviors.

In the sexual context, penile erection is treated as an indicator
of an elevated level of sexual arousal (Sachs, 2000). However,
our studies indicate that penile erection is not observed during
anticipatory behavior (Bialy et al., 2000, 2010). This implies that
the anticipatory behavior depends on stimulation of the general
arousal system and motivation to look for cues related to sexual
activity rather than on the sexual arousal itself.

Initiation Behavior

The time between exposure of a male rat to a receptive female
and the first mounting determines the length of the initiation
stage and is described as ML. When a female is introduced,
both male and female show mutual investigation and mutually
emit ultrasonic vocalizations. Odor, visual, auditory, and tactile
cues enhance both the level of sexual motivation, leading to
copulatory behavior, and the level of sexual arousal, making
it sufficient to evoke erection and effective intromission (Hull
and Rodriguez-Manzo, 2017). ML depends on sexual motivation
enhanced by mutual male-female investigation. In addition to
the motivational aspect measured by ML, the latency between
the introduction of a female to the first intromission, termed
intromission latency (IL), indicates the time required to reach
a sufficiently high level of sexual arousal to induce erection
(Hull and Rodriguez-Manzo, 2017). ML is prolonged in sexually
naive males and is significantly shorter in sexually experienced
rats. Sexual experience and conditioning to cues from a female
or experimental chamber significantly reduce both ML and IL
(Larsson, 1959; Dewsbury, 1969; Bialy et al., 2000).

The initiation of copulation is strongly related to sexual
motivation, and it is inhibited by an enhanced level of anxiety
(Pfaus and Wilkins, 1995; Miwa et al., 2011). Activation of
cAMP-response element-binding protein (CREB) in the nucleus
accumbens reduces anxiety level and ML, but it has no effect
on copulatory efficiency as measured by ejaculation latency
(EL; Barrot et al., 2005). Similarly, acute administration of
D1 receptor agonist into the nucleus accumbens significantly
increases the percentage of sexually naive males that display
mounting, but without an increase in PVs or shortening of
EL (Bialy et al, 2010). ML is also dramatically prolonged by
lesion of the anterior cingulate cortex (Agmo et al,, 1995),
suggestive of a critical role for the nucleus accumbens-anterior
cingulate cortex/medial prefrontal cortex network in sexual
motivation and initiation of a new behavior (Bialy et al., 2010;
Sanna et al., 2017). Sexual motivation can also be described by
approach behavior in the sexual incentive motivation test arena
(Le Moéne and f\gm(), 2019).

Copulatory Efficiency (Copulatory Rate
Factor)

Sexual motivation during copulation controls the behavior
directed towards the satisfaction of sexual drive by achieving
intromissions and ejaculations. Copulatory efficiency describes
the ability to satisfy the sexual drive and depends on sexual
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experience (Larsson, 1959; Dewsbury, 1969; Bialy et al., 2000).
Simultaneously with sexual motivation, adequate sexual arousal
has to be achieved and accumulated to elicit penile erection and
ejaculation, which are mediated by activation of the autonomic
nervous system (Giuliano and Rampin, 2004).

The most important measure of copulatory efficiency is EL,
which describes the time from first intromission to ejaculation.
Additionally, copulatory efficiency can be measured by inter-
intromission interval (III), which provides the mean time
between intromissions before each ejaculation (Sachs and
Barfield, 1976; Sachs, 1978).

Acquisition of sexual experience has been shown to involve
different neuronal networks in copulatory efficiency and in
the initiation of copulation (Bialy et al., 2000, 2010). The
key neural network that regulates copulatory rate involves
connections between the amygdala, BNST, central tegmental
field, and MPOA (Hull and Rodriguez-Manzo, 2017). MPOA
is one of the brain structures in which acquisition of sexual
experience leads to an increase in Fos expression, and higher
levels of neurotransmitters, receptors, or enzymes and hormones
important for regulation of sexual activity (Hull and Rodriguez-
Manzo, 2017). Specifically, it was shown that acquisition of
sexual experience is associated with an increase in nitric oxide
with higher levels of nitric oxide synthase (Dominguez et al.,
2006), glutamate and dopamine (Will et al., 2014), D1 receptor
signaling (McHenry et al, 2012) and D2 receptor signaling
(Nutsch et al., 2016), and oxytocin receptors (Gil et al., 2013),
and an increased number of neurons containing androgen
receptors (Swaney et al.,, 2012). Moreover, acquisition of sexual
experience and improvement in copulatory efficiency was shown
to involve neuronal plasticity as measured by c-fos expression
in the parieto-occipital cortex (Bialy et al., 1992; Bialy and
Kaczmarek, 1996). Additionally, dopamine and noradrenaline
levels in the medial prefrontal cortex correlate with sexual
experience (Sanna et al., 2017).

Number of Intromissions

The number of intromissions indicates the level of genital
stimulation required to induce ejaculation and describes the
accumulation of sexual arousal. The cortico-medial part of the
amygdala accumulates arousal in rats (de Jonge et al., 1992),
as lesions in this region lead to a dramatic increase in number
of intromissions (Harris and Sachs, 1975). Similar effects were
observed after BNST lesion (Valcourt and Sachs, 1979). Strong
reductions in intromission number were observed after serotonin
SHT1A receptor agonist (Snoeren et al., 2014) and D2 agonist
and, less effectively, D1 agonist, but not D4 agonists (Cagiano
et al., 1989; Beck et al., 2002; Sanna et al., 2015).

Intromission Ratio

Males display intromissions and/or mounts without intromission
from the initiation of copulation to ejaculation. The IR
describes the proportion of intromissions to the sum of
mounts and intromissions. A low value of this parameter is
strongly related to erectile dysfunction, which may be due to
a low level of NO synthesis (neuronal and epithelial source),
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TABLE 1 | Particular components of male sexual behavior, parameters that describe them and their relation to abnormal sexual motivation, arousal and performance due
to psychiatric, cardiovascular, neurologic, endocrine and metabolic health disorder, and additional tests to confirm causes of changes in parameters in the rat models.

Parameter =>» Possible Cause =>» Preclinical Models I Additional Tests / Parameters
Anticipatory Behavior — Emotional Value, Reward Value of Previous Contacts
PVs Lower vs Control
(No.) Dysregulation of Rewarding System/Drug e CPP
Rearing (No.) ithd I/ Anhedonic States/Depressi ® Instrumental Reaction
8 (No- 4 Reward Like-Behavior [1] * Glucose Preference Test
Bi-Level (No. y Dysfi 2] ® Forced Swim Test
of changes) Sexual Fetishism (Absence of Fetish) [3] * Open Field (General Activity)
Higher vs Control
Exploration o
Distance in = =
n('neters) 1 Reward Drug-Induced Behavior [4] el e Aty
Initiation Behavior — Motivation Value
Shorter vs Control
4 % Neurod tive F 51 * Open Field (General activity, Time Spent
1“ Sexual Motivation Sexual F (Presence of Fetish) [3] in Center)
< e Open Field (Time Spent in Center)
{ Level of Anxiety Losianxetyilevelllel e CRH/ACTH/ Corticosterone Levels
Longer vs Control
o Insuin-Resistance (mice) (8] 0O A Bt
Mount o = .
(Moun HPG Axis Disorders [9] e Additional Laboratory Tests for Metabolic

Latency in sec.) J Sexual Motivation Disorders
Glucose Preference Test

® Forced Swim Test

Depressive-Like Behavior [10]
Alcoholism [11]

Di lated Impairment [12]
‘. i * Open Field (Time Spent in Center)
1 Level of Anxiety Anxiety Disorders [13] o CRH/ACTH/ Corticostarone Levels
S S /s ;
{4 Preference to F I - s = P Formation « Sexual/Copulatory Preference Test
Disr Dysphoria) [14]

Copulatory Rate — Efficiency (Motivation) to Achieve Ejaculation(s)
Shorter vs Control

Acquisition of Sexual Experience [2]

1 Sexual Experience * Normal or Lower NI

Sexual F (Presence of Fetish) [3]
* Lower NI
< Ejaculatory Threshold Premature Ejaculation [15] « Higher EF
Longer vs Control
EL (Ejaculation Stress ior/Depressive Like-
Latency in sec.) Behavior [16]
J Sexual Motivation Alcoholism [11] * Longer Time Between Intromissions (I11)
HPG Axis Disorders [9]
Di lated ical Impairment [12]
= - o o= * Normal Il
“ Ejaculatory Threshold g:::x:gtion 17 SSRI Ei ¥ e Ex copula mechanically evoked pattern of
ejaculation
Number of Intromissions — Accumulation of Sexual Arousal
Lower vs Control
Premature Ejaculation [18]
NI | < Ejaculatory Threshold SexuallF (Presence of Fetish) [3] I  Short EL
(No. Higher vs Control
intromissions) 3 Arousal e N | or Shorter IIl
- Neurodegenerative Diseases [19] f)rma P 2NDEEL
Accumulation  Higher EL

Intromission Ratio — Erectile Function

IR Lower vs Control

(No. < & Neuropathy [12] e ML

htamiions ] Erectile Dysfunction NOevith [20] SIE copila et
No. mountings _ Higher vs Control

* : 5 e ML
intromissions) | Improved Erection ERESlohibitoniizdl I » Ex copula test

Since sexual behavior depends on specific strain of rats, laboratory environment, nutrition and housing (Hansen et al,, 1978; Bialy et al,
et al., 7), changes in specific parameters describing male sexual behavior should be evaluated against values obtained in control groups in a given experimental paradigm.
Abbreviations: ACTH, adrenocorticotropic hormone; CRH, corticotropin-releasing hommone; EF, ejaculation frequency; HPG, hypothalamic-pituitary-gonadal axis; lll, inter-intromission
interval; PDES, phosphodiesterase 5; PVs, precontact vocalizations in the 50-kHz band; SSRI, selective serotonin reuptake inhibitor. References in the table: [1] (Pfaus and Ph
1991, Van Furth et al., 19! 1999); [2] (Bialy et al., 6] (Barrot et al., 2005, |
2018); [12] (1

ttij et al., 200!

2014; Molenda-Figueira et al., 2017; Sanna

et al., 2005); [17] (de Jong 1 ;
79, Novati et al,, 2018); [20] (Huli et al., 1994, Bialy et al., 1996); [21] (Ferraz e!
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peripheral neuropathy, or vascular pathology (Hull et al., 1994;
Bialy et al., 1996).

Evaluation of copulatory efficiency is critically important
in rat models of premature ejaculation. Short ejaculation
latencies with a very low number of intromissions (1 or
2 in a copulatory series) were observed in rats treated
with 5HT-1A agonist, which can be considered a model of
premature ejaculation (Coolen et al., 1997). Another model
of premature ejaculation is based on the fact that in sexually
experienced rats, there are two extreme endophenotypes. One
represents premature ejaculation, with male rats achieving
rapid and frequent ejaculations, up to five ejaculations during
The other
phenotype represents the animal model of retarded ejaculation,
with sexually experienced rats achieving only intromissions
without any ejaculations during such a session (Pattij et al.,
2005a; Waldinger and Olivier, 2005). Such model can be
useful for understanding the mechanisms and pharmacological
background of premature ejaculation and the role of serotonin
receptors, selective serotonin reuptake inhibitors (SSRI), and
oxytocin receptors (Giuliano and Clément, 2006; Clément et al.,
2007, 2012, 2013; Kang et al., 2013, 2014; Oosting et al., 2016)
but only in the case when less genital stimulation is required
to achieve ejaculation (fewer intromissions). However, findings
from our laboratory indicated that the majority of normal
male rats were capable of achieving extravaginal ejaculations
when mounting a female with a closed vaginal orifice, provided
the male rats received sufficient genital stimulation during at
least two intromissions preceding the extravaginal ejaculation.
Furthermore, this phenomenon was independent of the number
of mountings and was present without any pharmacological
intervention (Beck and Bialy, 2000).

In addition to the retarded ejaculation model described
above, copulatory efficiency and sexual motivation are strongly
affected by metabolic disorders, especially type 2 diabetes
mellitus (McVary et al., 1997; Faulkner et al., 2015), depressive-
like/anhedonic states (Pfaus and Phillips, 1991; Van Furth et al.,
1994; Bialy et al., 2014), or high anxiety levels (Hawley et al., 2013;
Sanna et al., 2014).

a short 30-min session of sexual interactions.

Postejaculatory Behavior

The mechanisms behind the postejaculatory period are relatively
poorly understood and involve numerous spinal and supraspinal
structures of the central nervous system (Seizert, 2018; Le
Moéne and Agmo, 2019). In the postejaculatory period, all
three processes: general arousal, sexual motivation, and sexual
arousal, which control the male’s behavior are reflected in
different parameters. After ejaculation, a male usually moves
to one of the corners of a chamber and starts to emit a
vocalization in the 22-kHz band. Most of the time, a male
does not move when vocalizing. About 2 min after the first
ejaculation (and significantly later after the second one), a
male starts to explore the experimental chamber, even before
termination of the postejaculatory vocalizations (Sachs and Bialy,
2000). This exploratory behavior reflects increasing general
arousal but not sexual motivation or sexual arousal. Operant
behavior shows that, at this time, male rats very often perform
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instrumental reactions—bar-pressing or run in a runway—but
that after arriving in the compartment with a female, they
evidently escape any socio-sexual contact and show a departure
reaction (Beck, 1986; Beck et al,, 2002). On the other hand,
sexual arousal measured by penile erection occurs later than
first exploratory behavior, at least during the first postejaculatory
period. Such erection is visible even before the termination
of postejaculatory 22-kHz vocalizations, suggesting that sexual
arousal increases before a male starts to show interest in a
female due to enhanced sexual motivation (Sachs and Bialy,
2000). Sexual motivation and interest in a receptive female appear
after the termination of vocalizations. Furthermore, weak painful
stimuli that increase sexual motivation in a non-specific way
enhance a male’s interest in a female and mating, but this
is present only after the end of postejaculatory vocalizations
(Sachs and Barfield, 1974, 1976). These findings suggest that
sexual motivation during postejaculatory ultrasonic vocalizations
remains at a very low level. Therefore, after ejaculation, three
parameters, latency to the first exploration, latency to the first
noncontact erection, and latency to approaching a female, can
be treated as measures of general arousal, sexual arousal, and
sexual motivation, respectively. The initiation of enhanced sexual
motivation later than of enhanced sexual arousal indicates
that the postejaculatory interval is not simply the mirror state
of the anticipatory and initiation phases of sexual behavior.
Ultrasonic postejaculatory vocalizations, on the other hand,
reflect, in our opinion, a relaxation state after ejaculation
(Bialy et al., 2016). An enhanced level of general arousal
and sexual arousal before the termination of postejaculatory
vocalizations can be distinguished by spectral analysis of
postejaculatory calls. Before the termination of vocalizations, at
the time as exploration or noncontact erection take place, some
frequency modulations or a shift from about the 45-kHz to
the 28-23-kHz band are more often detected, and these differ
from the very flat 22-kHz frequency ultrasonic vocalizations
at the beginning and middle of the postejaculatory period
(Bialy et al., 2019).

Rewarding Value of Sexual Interactions

The rewarding properties of mountings, intromissions, and
ejaculations can be evaluated by conditioning procedures.
In fact, the process of conditioning in appetitive behavior
usually requires several sessions before there are visible
effects. Ultrasound vocalizations in the 50-kHz band seem to
be the most robust parameter reflecting positive emotional
states (Brudzynski, 2007). In this line, high numbers of PVs
convey the rewarding value of previous sexual contacts (Bialy
et al., 2000). Additionally, conditioning during a second-order
procedure (Everitt et al., 1989), conditioned place preference
procedure (Camacho et al, 2009; Tenk et al, 2009), and
instrumental conditioned reflexes during copulation (Beck,
1971; Beck et al., 2002) are useful in the evaluation of the
rewarding value of subsequent events during sexual interactions.
In addition, postejaculatory vocalizations—the most of time,
extremely flat long-lasting vocalizations in the 22-kHz frequency
band—probably reflect abrupt decreases in sexual arousal and a
relaxation state following ejaculation. Thus, in this sense, these
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22-kHz vocalizations can be used as an additional measure
of reduction in sexual arousal and motivation related to
the preceding ejaculation (Bialy et al., 2016). Postejaculatory
vocalizations usually co-occur with a male’s inactivity or
grooming. In addition, we found that males vocalize for
significantly longer when a female is present in the copulatory
chamber after ejaculation (Sachs and Bialy, 2000). Furthermore,
such vocalizations are present only in a familiar environment,
and cues that increase anxiety level (odor cues from unfamiliar
males) significantly reduce such postejaculatory vocalization
(Bialy et al., 2016). Moreover, the postejaculatory vocalizations
are distinct from shorter low-frequency vocalizations that are
produced by a male rat expressing a sexually related frustration
state (Bialy et al., 2019).

RAT SEXUAL BEHAVIOR AND HUMAN
DISEASES ASSOCIATED WITH SEXUAL
DYSFUNCTION

Table 1 summarizes the key components of rat sexual behavior
with relevant parameters that describe specific aspects of the
behavior (first column). These parameters may be used to
quantify disturbances of sexual motivation and performance
(second column) that are observed in various rodent models
of human diseases (third column). Moreover, additional
parameters and tests can be used to further delineate and
confirm the underlying causes of abnormal sexual behavior
(fourth column), for example, level of anxiety or anhedonia.
Furthermore, analysis of these parameters may be useful
for evaluation of the efficacy of therapeutic interventions in
preclinical investigations.

The translational application of animal models should be
exploited cautiously, as not all aspects of sexual behavior and
health disorders are identical in rats and humans (Le Moéne
and Agmo, 2019). Additionally, rodent models usually comprise
only selected aspects of the complex pathogenesis of neurological,
cardiovascular, and metabolic diseases in humans (Zaragoza
et al, 2011; Dawson et al., 2018; Lutz, 2018). Even though
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Anticipatory 50-kHz Precontact
Ultrasonic Vocalizations and Sexual
Motivation: Characteristic Pattern of
Ultrasound Subtypes in an Individual
Analyzed Profile

Wiktor Bogacki-Rychlik’, Mateusz Rolf and Michal Bialy*"

Laboratory of Centre for Preclinical Research, Department of Experimental and Clinical Physiology, Medical University
of Warsaw, Warsaw, Poland

We verified the hypothesis of the existence of forms of individual-specific differences
in the emission of anticipatory precontact vocalization (PVs) indicating individualization
related to sexual experience and motivation in male rats. Long-Evans males were
individually placed in a chamber and 50-kHz ultrasounds were recorded during 5-min
periods. In experiment 1, PVs were recorded before the introduction of a female in
four consecutive sessions during the acquisition of sexual experience. In experiment
2, PVs were analyzed in three groups of sexually experienced males: with the highest,
moderate, and the lowest sexual motivation based on previous copulatory activity. In
both experiments, the total number of ultrasounds, as well as 14 different specific
subtypes, was measured. The ultrasound profiles for each male were created by
analyzing the proportions of specific dominant subtypes of so-called 50-kHz calls. We
decided that the dominant ultrasounds were those that represented more than 10%
of the total recorded signals in a particular session. The number of PVs was positively
correlated with the acquisition of sexual experience and previous copulatory efficiency
(measured as the number of sessions with ejaculation). Furthermore, PVs showed
domination of the frequency modulated signals (complex and composite) as well as flat
and short with upward ramp ultrasounds with some individual differences, regardless
of the level of sexual motivation. The results show a characteristic pattern of PVs and
confirm the hypothesis that the number of PVs is a parameter reflecting the level of
sexual motivation.

Keywords: 50-kHz ultrasonic izati ici y male rats, sexual experience, sexual

INTRODUCTION

Ultrasonic vocalization is one of the most intensively studied components of social behavior in
rodents. In rats, two main types of ultrasonic vocalization (USV) can be distinguished based on the
dominant frequency of the signal: 22-kHz and 50-kHz (Sales and Pye, 1974; Barfield et al., 1979;
Brudzynski, 2015, 2021). The first is characterized by long-lasting flat calls (up to 3 s in duration)
with a relatively narrow frequency range around 22-kHz (Barfield and Geyer, 1972). In the
frustration state (situation of the absence of expected appetitive reinforcement), these calls can
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be frequency modulated (20-35 kHz) with the preceding element
at a frequency of about 45-kHz (Geyer et al, 1978; Bialy
et al, 2019b). The so-called 50-kHz USV includes shorter
ultrasounds (typically lasting up to several tens of milliseconds)
with frequencies from 30-35 to 80-kHz. Signals of such calls, after
undergoing Fourier transformations, display various shapes with
14 different subtypes (Wright et al., 2010). The rats emit 50-kHz
USV during different elements of behavior related to their high
arousal states (Bell, 1974; Berz et al., 2021) such as: socio-sexual
interactions including copulation (Barfield et al., 1979; Bialy
et al., 2000; Burgdorf et al., 2008), fighting (Sales, 1972; Burke
et al., 2017), playing (Reinhold et al.,, 2019), and even tickling
by the experimenter (Burgdorf et al., 2005; Panksepp, 2005).
Additionally, pharmacologically induced high levels of general
arousal [related to movement activity and sensory sensitization
associated with increased level of wakefulness during activation
of the gigantocellular reticular nucleus and associated structures
(Pfaff, 2017)] result in the expression of 50-kHz vocalizations
with a strong positive correlation between the number of
50-kHz ultrasounds emitted and the level of activation of the
dopaminergic and noradrenergic pathways (Brudzynski, 2007,
2015; Wright et al.,, 2012; Simola, 2015; Hamed et al., 2016;
Simola and Costa, 2018; Kuchniak et al., 2019).

Contrary to 50-kHz USV and according to the arousal
hypothesis, 22-kHz USV occurs during abrupt decreases of
arousal (Bell, 1974) and in this case can reflect a relaxation state
after ejaculation (Bialy et al., 2016) or a safety signal during
aversive conditioning (Jelen et al., 2003).

Although USV is accompanied by certain behavioral
situations, the question about the function of 50-kHz
vocalizations is still open. One hypothesis assuming a
non-semiotic communicative character of vocalization
was proposed by Sales and Pye in 1974. An alternative
hypothesis postulated that USV can simply be artifacts
associated with breathing patterns in rodents (Blumberg
and Alberts, 1991). Some researchers have also suggested
that it is possible to accurately assess a rat’s emotional state
based on the profile of the signals emitted (Brudzynski, 2015;
Simola and Granon, 2019).

In this context, the phenomenon of USV can be considered
as a complex central response containing an easily measurable
autonomic reflex component (objective component) along with
a co-occurring mental constituent (subjective component) that
is difficult to measure. While the precise division between
subjective and objective emotional components is not easy
to establish, an accurate behavioral analysis may assess the
proportion between them. To categorize some aspects of behavior
as a reflection of subjective mental processes, it is necessary
to demonstrate individual differences in USV expression. This
form of individualization in the case of USV emission was
shown in mice (Holy and Guo, 2005; Arriaga and Jarvis, 2013;
Asaba et al., 2014; Chabout et al., 2015; Zala et al., 2020).

Moreover, Matsumoto et al. (2016) revealed that rats
have the potential ability to discriminate calls emitted by
their own vs. conspecific. Based on electrophysiological
measurements, authors showed an independent reaction of
different groups of neurons in the dorsal amygdala (area of the
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lateral amygdaloid nucleus) responded specifically to own vs.
conspecifics ultrasounds calls.

Furthermore, rats seem to be able to diminish the emission
of USV while playing hide-and-seek with humans when hiding
themselves which requires being quiet even when having an
elevated level of arousal (Reinhold et al., 2019). Such results
provide a possible approach for the conscious use of USV by rats.

In sexual behavior, 50-kHz vocalization can be observed
during anticipation, during the initiation of copulation, during
the copulatory performance, and during the late phase of the
postejaculatory interval (Barfield et al., 1979; Bialy et al., 1996,
2019b). Furthermore, the medial preoptic area and the nucleus
accumbens—the neuronal circuits important in sexual activity
(Hull et al.,, 2002) are involved in 50-kHz emissions (Fu and
Brudzynski, 1994), also during sexual activity (Gao et al., 2019;
Karigo et al., 2021), and anticipatory sexual behavior (Bialy et al.,
2010). The anticipatory precontact 50-kHz vocalization (PVs)
is convenient for the analysis of individual male vocalizations
related to general arousal along with sexual motivation (Bialy
et al., 2019a). The usefulness of this model derives, from the
possibility, to separately analyze the ultrasounds emitted by the
male in a conveniently short period (absence of the female
provides a single source of USV). It allows describing the factors
that trigger and modify individual vocalization in an appetitive
state. Furthermore, it can also be a convenient parameter in
the experimental models based on the acquisition of socio-
sexual experience and extinction reactions, facilitate recognition
of crucial cues regulating acquisition/extinction reactions. It
is due to the direct relationship of PVs with the memory
of emotional state, copulatory efficiency, and reward value of
preceding socio-sexual interactions (Bialy et al., 2000).

However, this relationship concerns the total number of
emitted ultrasounds, while the question of the relationship
between the level of sexual motivation and emitted subtypes
remains unknown. In the present experiments, we recorded PVs
emitted during the acquisition of sexual experience as well as
those emitted by sexually experienced males with different levels
of copulatory activity. We have classified 50-kHz calls into one
of 14 subtypes (Wright et al., 2010) and created individual USV
profiles for each male. We compared the profiles thus obtained
with the copulatory history of each rat. We would answer whether
PVs subtypes profiles have the traits suggesting the uniqueness
for each animal. If they have, is there any relation between this
emerging inter-individual differentiation and the level of sexual
motivation for each animal?

The purpose of this study was to answer the question: are there
individual-specific distinctions of 50-kHz vocalization associated
with the level of sexual experience and sexual motivation in the
ultrasound recordings? If not, what is the general physiological
pattern of anticipatory precontact vocalizations in the sexual
behavior of the male rat?

MATERIALS AND METHODS

Animals
Long-Evans rats, 6-7 months old, were the subjects in this study.
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The choice of animals’ age was dictated by the stabilized profile
of sexual parameters occurring between 150 and 500 days of their
life (allows to omit the first life period with significant fluctuation
in levels of sex hormones and corresponding tissue sensitivity)
(Larsson, 1956, 1967).

Males and females were housed in separate rooms with a
reversed 12-h light-dark cycle (lights switched off at 09:00 h) and
at a temperature maintained at 22 £ 1°C. All of the animals had
food and water freely available. The food consisted of standard
laboratory chow (experiment 1 and 2) with some enrichment
in experiment 2 (cereals, fresh vegetables, and fruits) due to
the effort to achieve more natural-like conditions conducive to
the emergence of social hierarchies. The males arrived from
the Department of Experimental Medicine, Medical University
of Silesia, Katowice, from different cohorts for experiments
1 and 2. The males were sexually naive at the beginning of
the experiments and have been described separately in the
corresponding experiments.

The females (N = 20, 10 in the first and 10 in the second
experiment), were housed 2-3 animals per standard laboratory
cage (55.6 cm x 33.4 cm X 19.5 cm).

The housing conditions of males are described in
corresponding “experiment 1 and 2” subsections.

All of the cages were provided with wood shavings and
dedicated plastic tubes as enrichment. The ovariectomized
females were brought into estrus with a single injection
of estradiol benzoate (50 pg/rat s.c., Sigma-Aldrich) and
progesterone (500 jug/rat s.c., Sigma-Aldrich). Hormones were
dissolved in sesame oil and administered at a dose of 0.05 ml per
individual. Hormonal injections were given 48-72 h before the
test for estradiol and 4-8 h before the test for progesterone. Estrus
was induced not more often than once a week and not less often
than once every 2 weeks. The females were sexually experienced
at the beginning of experiments. During an experimental day, a
female copulated with up to two males.

Behavioral Procedures

All of the behavioral tests were conducted between 13:00 and
17:00 h during the dark phase of the light-dark cycle. We
maintained at least a 1-week interval between tests to counteract
the influence of the sexual exhaustion phenomenon on the sexual
parameters, which is particularly important in less active groups
of males (Larsson, 1956).

The test chamber was a transparent Plexiglas container
(50 cm x 25 cm x 30 cm) in experiment 1 and a container made
of transparent reinforced polyethylene (39 cm x 59 cm x 37 cm)
in experiment 2.

Before an experiment, all of the males were acclimated 3-4
times to the experimental chamber for 10 min the first time and
then for 5 min in consecutive acclimating sessions.

Acquisition of Sexual Experience

A male was introduced into the experimental chamber and a
female was introduced 5 min later. Ultrasounds were recorded
during the 5-min period between the introduction of the
male and the female to the experimental chamber (precontact
anticipatory ultrasonic vocalizations—PVs). The session was
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conducted until the first ejaculation and ended just after the male
resumed copulatory activity. The maximum duration of a single
session was 30 min and the session was terminated after this time.

Ultrasound Analysis and Behavior
Recording

Visual recording of behavior was made using the Noldus
EthoVision system.

Simultaneous to visual recording, ultrasounds were recorded
on the same computer using the Metris Sonotrack system.

The microphone was placed 50 cm above the floor during
ultrasonic recording. Spectral analysis of ultrasounds was
performed using the Sonotrack software. Each ultrasound was
analyzed manually using the Sonotrack cursor and was assigned
to one of the 14 subtypes according to the classification proposed
by Wright et al. (2010) based on its characteristic shape,
complexity, and average frequency.

Each session was independently analyzed by two experienced
observers to minimize bias in classification. The most
inconclusive results were found between the complex and
composite categories. For this reason, we decided to modify the
classification and distinguish only 13 subtypes. Therefore, the
complex and the composite subtypes were combined into one
complex/composite category.

In this classification, subtypes of ultrasounds are defined as:
complex/composite, trill, flat-trill, trill with jumps, split, step
up, step down, multi-step, flat, short, upward ramp, downward
ramp, and inverted U. In ambiguous cases, the ultrasounds were
listened to at slow speed to classify them correctly.

Subsequently, we counted the total number of ultrasounds
and the proportion of their subtypes emitted by each male.
The identification of dominant subtypes in the recording
was used to create a simplified code characteristic for each
individual. Subtypes accounting for at least 10% of the
total number of signals were understood to be dominant.
Additionally, a low proportion (less than 10%) of the flat
vocalization, which is usually frequently emitted by male rats,
was considered as a distinguishing feature. In experiment 1,
a characteristic vocalization profile for each male was created
based on the dominant subtypes visible in all sessions with
vocalizations above 9 USV.

Experiment 1

Males (N = 17) were housed 2-3 animals per standard laboratory
cage (55.6 cm x 33.4 cm x 19.5 cm). All were sexually naive at
the beginning of the experiment. They acquired sexual experience
during four consecutive copulatory sessions. Our previous results
showed that during four sessions changes in sexual parameters
related to the acquisition of sexual experience are most relevant
and stabilized around the fifth session (Bialy et al., 2000).

All of the precontact 50-kHz vocalizations (PVs),
quantification of every subtype and their percentage share
in the total spectrum were analyzed. The sum of PVs was
additionally correlated with copulatory efficiency measured as
the sum of sessions when the male achieved ejaculation (during
sessions 2-4 after the male had his first sexual experience).
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One male was excluded from the experiment due to extremely
aggressive behavior.

Experiment 2

Males (N = 20) were housed in the enriched environment
as the group contained up to five animals which supported
hierarchization within the group. These special larger cages had
a vertical structure with wire sidewalls and a solid base (base
dimensions 48 cm x 80 cm and 142 cm high) and were equipped
with three levels of wooden platforms. The males before the
experimental test achieved socio-sexual experience during five
copulatory training sessions.

After such training, rats achieved a relatively stable level of
sexual performance related to sexual experience (Bialy et al.,
2000). During each session, the male was placed individually with
a receptive female in one cage. Training sessions were terminated
after 30 min. As the indicator of copulatory efficiency, we used the
number of sessions when males achieved ejaculation(s) (or lack of
them) from all five training sessions. Then we divided each male
into one of three groups based on their copulatory history.

Alpha males (N = 8) ejaculated at least during two sessions,
beta males (N = 7) ejaculated only once and gamma males
(N = 5) never ejaculated during the five copulatory sessions.

One week after the last training session, precontact
anticipatory ultrasonic vocalizations were recorded. A male
was introduced for 5 min into the familiar experimental/training
chamber where odor cues from receptive females were present.
The scent stimuli were provided by the earlier placement of
three randomly selected receptive females for 5 min into the
experimental cage. Prior to the introduction of the male, the
females were taken out.

Males that emitted less than 10 ultrasounds were excluded
from statistical analysis. This criterion was adopted because,
in the case of few ultrasounds, a single vocalization showed
a disproportionately high percentage of a given subtype of
vocalization, which led to a significant error in the interpretation
of the results. This criterion was met by a total of three males—
one male from each examined group.

Statistics

Data from the acquisition phase (the number of ultrasounds,
mount, intromission, and ejaculation latencies) were analyzed
by non-parametric Friedman repeated measure ANOVA and
Dunn’s post hoc tests (Experiment 1). The number of ultrasounds
in Experiment 2 was analyzed by non-parametric Kruskal-
Wallis ANOVA and Mann-Whitney for independent groups.
Additionally, in experiment 1, the Spearman test was used to
correlate the number of the session with ejaculation(s) with the
total number of PVs.

RESULTS

Experiment 1
Number of PVs
The number of PVs (Figure 1) increased significantly in males
(N = 16) during four consecutive sessions of the acquisition
of sexual experience (Fr = 12.816, P < 0.01 with statistically
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significant differences between sessions 1 and 3 (P < 0.05),
and sessions 1 and 4 (P < 0.01). Mount latency decreased
significantly (Fr = 17.591, P < 0.001) with statistically significant
differences between sessions 1 and 2 (P < 0.05), sessions 1
and 3 (P < 0.01) and 1 and 4 (P < 0.01. Intromission and
ejaculation latencies display no significant differences (P =0.0815
and P = 0.077 respectively).

A significant correlation (Spearman r = 0.5608, P < 0.05,
N = 16) was found between the number of sessions with
ejaculation (sessions 2—4) and the total number of PVs emitted
by a male during these sessions (Figure 2).

PVs Subtypes
We counted the percentage of different subtypes when a male
vocalized 10 times or more in a session. An analysis of USV
subtypes was performed and more than 10 vocalizations occurred
the most often in three sessions for the same male (six males)
and less frequently: in four sessions (five males), in two sessions
(four males), and one male vocalized less than 10 times in all four
sessions. Those subtypes that appeared at least 10% in the total
pool of male vocalizations were marked as the dominant calls.
Table 1 shows those subtypes that predominated in all sessions
(100%) and those that occurred in at least two sessions out of
three or four (50-75%) sessions and in only one session (25%).
The complex/composite and flat (or short or upward ramp)
subtypes occurred most frequently. The complex/composite and
flat (or short or upward ramp) profile was typical to anticipatory
precontact vocalizations regardless of the males copulatory
efficiency as measured by the number of ejaculations achieved
during sessions 2-4.

Subtypes of PVs did not differ as a function of the acquisition
of sexual experience. The percentage of different subtypes showed
a similar level during all four copulatory sessions (Figure 3).

Experiment 2

Number and Subtypes of PVs

The number of PVs differed significantly between the alpha, beta,
and gamma groups [H(2), N = 17] = 6.0396, P < 0.05. The alpha
group vocalized more frequently compared with the gamma
group (P < 0.05). The beta group did not differ significantly
compared with the alpha and gamma groups (Figure 4).

The three most frequent subtypes of ultrasounds detected
were: complex/composite (alpha 39.9%, beta 42.4%, and gamma
38% of total ultrasounds), flat (alpha 23.1%, beta 23.8%, gamma
24% of total ultrasounds) and upward ramp (alpha 10.2%, beta
11.5%, gamma 9.2% of total ultrasounds).

There were no statistically significant differences in the
percentage of selected subtypes in the total pool of ultrasounds
emitted by males when these three groups were compared
(Figure 5). Table 2 shows the main ultrasonic subtypes
emitted by each male.

DISCUSSION
The results indicate a significant positive relationship between
the total number of anticipatory precontact vocalizations and

the number of sessions with achieved ejaculation(s). It reveals

August 2021 | Volume 15 | Article 722456

51|Strona



Bogacki-Rychlik et al.

Anticipatory Ultrasonic Vocalization and Sexual Motivation

PVs

100
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FIGURE 1 | The means number (SE) of PVs during the acquisition of sexual experience. Numbers on the Y axis represent the means value of PVs emitted during
subsequent sessions. Statistically significant differences compared with session 1 (*P < 0.05 and **P < 0.01).
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2-4. The diamond represents an individual male. r = 0.5608, P < 0.05.
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FIGURE 2 | Total number of PVs with relation to the sum of ejaculations during sessions 2-4. Numbers on the X-axis represent the sum of ejaculation from 0 to 3
achieved by the male during all three sessions 2-4. 0- means that male did not achieve any ejaculation during three sessions, respectively, 1 —only one ejaculation
during three sessions, 2—two ejaculations, and 3 —ejaculated in each session. Numbers on the Y-axis represent the sum of PVs emitted by the male during sessions

an association between the level of socio-sexual motivation and
the expression of PVs. Shortening of mount latency—parameter
related to sexual motivation (Hull et al., 2002) during the
acquisition of sexual experience additionally supports the relation
between PVs and sexual motivation.

In two independent groups of rats (experiments 1 and 2),
similar patterns of emitted ultrasounds were observed. In all of
the males, regardless of their level of sexual motivation or sexual
experience, the dominant signals were the frequency modulated
complex/composite (CC) signals and the unmodulated flat (F)
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TABLE 1 | PVs and ultrasonic subtypes during consecutive sessions.

# Copulatory status 100% 50-75% 25% Note

1 3 Sh, UR F, SU, CC DR, U

2 3 CC,F, Sh UR Trils

3 3 CC, sh UR SU, Trills Rare flat
4 3 UR,F, CC Sh, sU /

5 3 F. 8h, 8D, CC / /

6 3 CC Trills, UR, Sh E

7 2 UR, Sh, F SD, CC, sU /

8 2 cC Trills, SU, MS 8D, UR, Sh, IU Rare flat
9 2 CC, sh, UR Trills, SU 4 Rare flat
10 2 F.CC SD, Sh SU.UR, Trills

1 2 Trills, CC / F. Sh

12 2 CC,F / Trills, SD, Sh

138 2 F, CC VA Trills, Sh, UR

14 1 CcC Sh, UR, Trills, F MS, sU

15 1 CC, UR, Trills 4 / Rare flat
16 o] / / /

Subtypes of ultrasounds are defined as: complex and composite (CC), trill, flat-
trill, and trill with jumps (Trills), split (S), step up (SU), step down (SD), multi-step
(MS), flat (F), short (Sh), upward ramp (UR), downward ramp (DR), and inverted
U (IU). The columns show subtypes emitted always (100%), frequently (50-75%),
and sporadically (25%). Within the columns, the order from left to right indicates a
decreasing percentage of emitted subtypes.

and, less frequently, the slightly modulated short (Sh) and upward
ramp (UR) ultrasounds appeared as co-occurring subtypes.
Trills were emitted on an elevated level in experiment 1 only.

-
e}

-
=)

w
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FIGURE 3 | Means percentage of different ultrasonic subtypes during the acquisition of sexual experience. Subtypes are represent as: complex and composite (CC),
trill, flat-trill and trill with jumps (Trills), split, step up (SU), step down (SD), multi-step (MS), flat, short, upward ramp (UR), downward ramp (DR}, and inverted U (IU).
Subtypes on the X-axis are shown from left to right of each column as sessions 1, 2, 3, and 4.
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Other signals were seen sporadically and rarely exceeded 10%
of the total PVs.

PVs and Sexual Activity

Anticipatory precontact vocalizations depend on the level of
sexual activity and reward value of the contacts. In experiment
1, the number of PVs increased during the acquisition of
sexual experience.

Moreover, the total number of PVs relates to the number of
ejaculations. Ejaculation has the highest reward value compared
with other elements of copulatory behavior (Tenk et al., 2009)
and, in this context, PVs are related to the reward value of
socio-sexual contacts. In experiment 2, the active males vocalized
on a significantly higher level compared with much less active or
sexually inactive males.

A more detailed explanation of the processes related to
anticipatory ultrasonic precontact vocalizations follows. The
number of PVs depends on the acquisition of sexual experience,
conditioning to odor and background cues, the reward value
of contact, NMDA (Bialy et al., 2000), and D1 receptor activity
(Bialy et al., 2010).

Blocking of the NMDA receptor (receptor important
in neuronal plasticity processes) inhibited changes in PVs
during the acquisition of sexual experience but have no
significant effect on PVs in sexually experienced males (Bialy
et al, 2000). Acquisition of sexual experience and PVs are
also related to D1 receptor activity. Surprisingly, peripheral
repeated administration of both: antagonist and agonist of
DI receptor inhibited changes in PVs during the acquisition

1Session 1
M Session 2
W Session 3

M Session 4

Flat Short UR DR InvU
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PVs

1 2 3

FIGURE 4 | The means number (SE) of PVs emitted by alpha, beta, and gamma groups. 1 —Alpha group, 2—Beta group, and 3—Gamma group. *Statistically
significant differences (P < 0.05) compared with the alpha group.
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FIGURE 5 | The dominant means percentage of different subtypes in the alpha, beta and gamma groups. Subtypes are shown from left to right as: complex and
composite (CC), trill, flat-trill and trill with jumps (Trills), split, step up (SU), step down (SD), multi-step (MS), flat, short, upward ramp (UR), downward ramp (DR), and

phase (Bialyetal,2010) but, D1 receptor agonist had a

the nucleus accumbens similarly diminished PVs during

minor effect on PVs in sexually experienced males (Beck the acquisition phase and this effect prolonged at least 4
et al, 2002). Repeated D1 receptor agonist injections into  weeks.
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TABLE 2 | The individual profiles of emitted ultrasounds.

Male number Group Pattern

1 Alpha CC, Sh, -F
2 Alpha CC,F

3 Alpha CC,F

4 Alpha F, CC

5 Alpha CC,F UR
6 Alpha CC, F, 8h, UR
7 Alpha CC, F, UR
8 Beta FCC

9 Beta CC, UR, F
10 Beta CC, T-F

1 Beta CC-F

12 Beta CC, UR, F
138 Beta F. CC

14 Gamma F,CC, UR, SD
15 Gamma F, CC

16 Gamma CC, UR, -F
17 Gamma CC, sh,F

In columns, the order from left to right indicates decreasing percentage.Individual
vocalization patterns based on the dominant subtypes of individual males appear
in the last column of the table.The rare occurrence of the flat subtype is also
considered as a minus F.Subtypes of ultrasounds are defined as: complex and
composite (CC), trills (T), step down (SD), multi-step (MS), flat (F), short (Sh),
upward ramp (UR), downward ramp (DR}, and inverted U (IU).

Previously, were identified the specific, dopaminergic
neuronal group in the nucleus accumbens responding either
to appetitive unconditioned and conditioned stimuli that
regulating, reward related behavior (Fiorillo et al., 2003). Thus,
probably any significant disturbance of their activity: inhibition
or overstimulation can be responsible for such attenuation of the
acquisition phase and diminishing PVs.

In this context, PVs reflect learning and emotional memory
processes. The number of PVs seems to be related to the level
of general arousal and sexual motivation rather than to sexual
arousal (Bialy et al., 2019a). In addition, social motivation should
also be taken into account, as contacts with an anestrus female
also has a triggering effect on PVs although at a significantly
lower level (Bialy et al., 2000). We can assume that in the
present experiments, PVs in low sexually active males were
related to social motivation and general arousal rather than
sexual motivation. All of these data seem to be consistent and
repeatable, enabling the changing number of PVs to be used as
a parameter for the functioning of the memory circuits related to
the reward system.

PVs and Individualization

We observed individual differences in the percentage of non-
dominant (less than 10% of the total spectrum) subtypes
as well as in the occasionally very low level of the flat
subtype. The composite signals contained within the CC group
consisted of a modulated sound of the complex subtype
with a directly accompanying sound of the short subtype.
The distinction between the two ultrasounds was often only
possible after listening to the signal. In some studies, this
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type of signal is listed as a “dual-type.” However, due to
the high subjectivity in the evaluation between different
observers and the inability to listen on different recording
systems other than our system, we decided on a common
category. The composite subtype calls, consisting of calls
other than complex and short components, occurred very
rarely. Furthermore, the individual specificity of vocalizations
was manifested in different proportions in the short, upward
ramp, and flat subtypes. In general, the presented form of
individualization seems to be subtle and not easy to use as a
behavioral parameter.

This limitation is also related to the fact that a vast majority
of inter-individual differentiation can occur within the so-called
frequency-modulated non-trill group (split, step down, step up,
multistep, downward, and inverted U) Despite their lack of
visibility in the profiles after applying our quantitative criterion,
variation within these types exists. Each of them is characterized
by its specific shape, although their acoustic parameters, such
as duration, mean frequencies, or modulation ranges, are
heterogeneous. In summary, the observed individualization
additionally occurs within the types of ultrasound that occur
sporadically, in their exact parameters, and their potential
combinations (like syllables).

Nevertheless, given the existence of the presented pattern, we
can assume that it reflects a relatively constant emotional state.
In this context, large, comparatively easy to visualize deviations
from it may indicate significant central changes. The question of
a behaviorally relevant reason for the existence of certain forms
of individualization remains open.

USV Profiles

The main question, and aim of our experiments, was to
answer the question: do changes in the level of PVs related to
elevated general arousal and sexual motivation correspond to
changes in the profile of the ultrasound subtypes. Qualitative
analysis of ultrasound subtypes revealed an existing characteristic
vocalization pattern with complex/composite subtypes combined
with flat, short, and upward ramp subtypes dominating in
the recordings. This model of vocalization appears similar in
both sexually inactive and active males. Moreover, it seems
constant during consecutive sessions of sexual experience
acquisition and sexual motivation influenced the number of
PVs but not the subtype profile. In experiment 2, more
escalated social hierarchization was evident in the form of
an increase in the non-copulatory number of rats (the
gamma group). Regardless of this, the pattern of the profiles
remained similar.

In our experiments, trills were visible in some sexually
moderately active males. They did not change as a function
of sexual experience. Probably they are related to the general
arousal level but not sexual motivation per se. This hypothesis
can be supported by the results of experiments with the repeated
administration of psychostimulant drug agents (amphetamine
and derivatives, apomorphine, cocaine) which evokes the
expression of the trills subtype (Wright et al, 2012, 2013;
Mulvihill and Brudzynski, 2018). However, the biological context
of the expression of this type of vocalization is not entirely
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clear. For example, Mahler et al. (2013) observed no difference
in the number of trill emissions during the methamphetamine
self-administration period and the subsequent extinction
period, obtaining an increase only after re-exposure of the
animals to the drug.

Furthermore, many authors, due to the simplicity of
ultrasonic classification, often cluster all frequency modulated
subtypes (Taracha et al, 2012; Brenes and Schwarting, 2015;
Mulvihill and Brudzynski, 2018). The lack of correlation
between sexual motivation and the profile of PVs could
indicate that the specific type of frequency modulated calls
presented in our experiments is an innate pattern of general
anticipatory activity. In this context, the degree of modulation
could represent a continuous behavioral spectrum, with
complex/composite subtype domination associated with more
physiological situations and the trills subtype domination
reflecting highly aroused states. Further research is needed to
confirm this hypothesis. Also, the neurobehavioral context of
flat, unmodulated subtype is not clear. In these experiments,
we observed flat call as one of the dominant types in most rats.
However, in few animals, we observed a noticeable decrease of
flats calls in profiles (Tables 1, 2). This reduction wasn’t related to
copulatory status (activity), indicating the involvement of a factor
other than socio-sexual motivation. Recently, some authors
proposed that this type can be associated with social-coordinating
function and alimentary appetitive reactions, including the food
approach (Brudzynski, 2021). According to our results, additional
data are needed to clarify this issue.

Further Implications

We have shown that the pattern of physiological anticipatory
vocalization was relatively constant and persisted from one
experimental session to the next. It is worth noting, however,
that vocalization can change significantly in some situations.
We observed rapid changes in vocalization occurring during
a single session with characteristic transitions between the
50-kHz and 22-kHz frequencies during the frustrated states
(Bialy et al., 2019b). Using an analogous non-contact model,
changes in the vocalization profile across consecutive sessions
have also been demonstrated in mice (Zala et al, 2020).
Similarly, significant changes during consecutive experimental
sessions have been shown repeatedly with addiction models, e.g.,
morphine (Covington and Miczek, 2003; Hamed and Kursa,
2018), cocaine (Ma et al., 2010), and methamphetamine (Mahler
et al., 2013). Another example of such an application is the
change in vocalization profiles that have been observed in
induced Parkinson’s disease in rats where ultrasound flattening
occurs as the disease progresses (Ciucci et al., 2009). Individual

REFERENCES

Arriaga, G., and Jarvis, E. D. (2013). Mouse vocal communication system: are
ultrasounds learned or innate? Brain Lang. 124, 96-116. doi: 10.1016/j.bandl.
2012.10.002

Asaba, A., Hattori, T., Mogi, K., and Kikusui, T. (2014). Sexual attractiveness of
male chemicals and vocalizations in mice. Front. Neurosci. 8:231. doi: 10.3389/
fnins.2014.00231

Frontiers in Behavioral Neuroscience | www.frontiersin.org

Anticipatory Ultrasonic Vocalization and Sexual Motivation

vocalization and own vs. foreign recognition can be disturbed
in schizophrenic-like symptoms in the rat model (Matsumoto
et al,, 2016). Furthermore, changes in the vocalization profile
occur in the rat model of affective disorders and psychotic states
(Nikiforuk et al., 2013; Wendler et al., 2019; Wohr, 2021) as well
as in suggested models of autism (Caruso et al., 2020).

CONCLUSION

We proposed a relatively simple method to discriminate
individual characters of ultrasonic vocalization in rats based on
dominant subtype ultrasonic vocalizations. Our results indicate
a persistent similar vocalization pattern during anticipatory
behavior, regardless of the level of socio-sexual motivation
or experience. The number of ultrasonic vocalizations but
not the different subtypes seems to be the most related to
sexual motivation.

DATA AVAILABILITY STATEMENT

The raw data supporting the conclusions of this article will be
made available by the authors, without undue reservation.

ETHICS STATEMENT

The animal study was reviewed and approved by First Local
Ethical Committee in Warsaw.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

WB-R and MB designed and performed experiments, analyzed
data, and prepared the manuscript. MR analyzed USV data
in experiments 2. All authors contributed to the article and
approved the submitted version.

FUNDING

This work was supported by the Medical University of Warsaw
and the MUW Young Researcher Grant: IMA/5/M/MB/N/20/20.
The study was carried out with the use of the CePT infrastructure
financed by the European Union—the European Regional
Development Fund within the Operational Program “Innovative
Economy” for 2007-2013.

Barfield, R. J., and Geyer, L. A. (1972). Sexual behavior: ultrasonic postejaculatory
song of the male rat. Science 176, 1349-1350. doi: 10.1126/science.176.4041.
1349

Barfield, R. J., Auerbach, P., Geyer, L. A, and McIntosh, T. K. (1979). Ultrasonic
Vocalizations in Rat Sexual Behavior. Am. Zool. 19, 469-480. doi: 10.1093/icb/
19.2.469

Beck, J., Bialy, M., and Kostowski, W. (2002). Effects of D(1) receptor agonist SKF
38393 on male rat sexual behavior and postcopulatory departure in the goal

August 2021 | Volume 15 | Article 722456

56 |Strona



Bogacki-Rychlik et al.

compartment-runway paradigm. Physiol. Behav. 76, 91-97. doi: 10.1016/s0031-
9384(02)00678-9

Bell, R. W. (1974). Ultrasounds in small rodents: arousal-produced and arousal-
producing. Dev. Psychobiol. 7, 39-42. doi: 10.1002/dev.420070107

Berz, A., Pasquini, de Souza, C., Wohr, M., and Schwarting, R. K. W. (2021).
Limited generalizability, pharmacological dulation, and state-depend;
of habituation towards pro-social 50-kHz calls in rats. Science 24:102426. doi:
10.1016/j.i5¢1.2021.102426

Bialy, M., Beck, J., Abramczyk, P., Trzebskj, A., and Przybylski, J. (1996). Sexual
behavior in male rats after nitric oxide synthesis inhibition. Physiol. Behav. 60,
139-143. doi: 10.1016/0031-9384(95)02272-4

Bialy, M., Bogacki-Rychlik, W., Kasarello, K., Nikolaev, E., and Sajdel-Sulkowska,
E. M. (2016). Modulation of 22-khz postejaculatory vocalizations by
conditioning to new place: Evidence for expression of a positive emotional state.
Behav. Neurosci. 130, 415-421. doi: 10.1037/bne0000153

Bialy, M., Bogacki-Rychlik, W., Przybylski, J., and Zera, T. (2019a). The Sexual
Motivation of Male Rats as a Tool in Animal Models of Human Health
Disorders. Front. Behav. Neurosci. 13:257. doi: 10.3389/fnbeh.2019.00257

Bialy, M., Kalata, U., Nikolaev-Diak, A., and Nikolaev, E. (2010). D1 receptors
involved in the acquisition of sexual experience in male rats. Behav. Brain Res.
206, 166-176. doi: 10.1016/j.bbr.2009.09.008

Bialy, M., Podobinska, M., Barski, J., Bogacki-Rychlik, W., and Sajdel-Sulkowska,
E. M. (2019b). Distinct classes of low frequency ultrasonic vocalizations in rats
during sexual interactions relate to different emotional states. Acta Neurobiol.
Exp. 79, 1-12. doi: 10.21307/ane-2019-001

Bialy, M., Rydz, M., and Kaczmarek, L. (2000). Precontact 50-kHz vocalizations
in male rats during acquisition of sexual experience. Behav. Neurosci. 114,
983-990. doi: 10.1037/0735-7044.114.5.983

Blumberg, M. S., and Alberts, J. R. (1991). On the significance of similarities
between ultrasonic vocalizations on infant and adult rats. Neuroscie. Biobehav.
Rev. 15, 383-390. doi: 10.1016/S0149-7634(05)80031-4

Brenes, J. C.,and Schwarting, R. K. W. (2015). Individual differences in anticipatory
activity to food rewards predict cue-induced appetitive 50-kHz calls in rats.
Physiol. Behav. 149, 107-118. doi: 10.1016/j.physbeh.2015.05.012

Brudzynski, S. M. (2007). Ultrasonic calls of rats as indicator variables of negative
or positive states: acetylcholine-dopamine interaction and acoustic coding.
Behav. Brain Res. 182, 261-273. doi: 10.1016/j.bbr.2007.03.004

Brudzynski, S. M. (2015). Pharmacology of Ultrasonic Vocalizations in adult Rats:
Significance, Call Classification and Neural Substrate. Curr. Neuropharmacol.
13, 180-192. doi: 10.2174/1570159x13999150210141444

Brudzynski, S. M. (2021). Biological Functions of Rat Ultrasonic Vocalizations,
Arousal Mechanisms, and Call Tnitiation. Brain Sci. 11:605. doi: 10.3390/
brainscil 1050605

Burgdorf, J., Kroes, R. A., Moskal, J. R,, Pfaus, J. G., Brudzynski, S. M., and
Panksepp, J. (2008). Ultrasonic vocalizations of rats (Rattus norvegicus) during
mating, play, and aggression: Behavioral concomitants, relationship to reward,
and self-administration of playback. J. Comp. Psychol. 122, 357-367. doi: 10.
1037/a0012889

Burgdorf, J., Panksepp, J., Brudzynski, S. M., Kroes, R., and Moskal, J. R. (2005).
Breeding for 50-kHz positive affective vocalization in rats. Behav. Genet. 35,
67-72. doi: 10.1007/510519-004-0856-5

Burke, C. J., Kisko, T. M., Pellis, S. M., and Euston, D. R. (2017). Avoiding escalation
from play to aggression in adult male rats: The role of ultrasonic calls. Behav.
Process. 144, 72-81. doi: 10.1016/j.beproc.2017.09.014

Caruso, A., Ricceri, L., and Scattoni, M. L. (2020). Ultrasonic vocalizations as
a fundamental tool for early and adult behavioral phenotyping of Autism
Spectrum Disorder rodent models. Neurosci. Biobehav. Rev. 116, 31-43. doi:
10.1016/j.neubiorev.2020.06.011

Chabout, J., Sarkar, A, Dunson, D. B., and Jarvis, E. D. (2015). Male mice song
syntax depends on social contexts and influences female preferences. Front.
Behav. Neurosci. 9:76. doi: 10.3389/fnbeh.2015.00076

Ciucci, M. R., Ahrens, A. M., Ma, S. T., Kane, J. R.,, Windham, E. B., Woodlee,
M. T,, et al. (2009). Reduction of dopamine synaptic activity: degradation of
50-kHz ultrasonic vocalization in rats. Behav. Neurosci. 123, 328-336. doi:
10.1037/a0014593

Covington, H. E., and Miczek, K. A. (2003). Vocalizations during withdrawal from
opiates and cocaine: possible expressions of affective distress. Eur. J. Pharmacol.
467, 1-13. doi: 10.1016/S0014-2999(03)01558-9

y

Anticipatory Ultrasonic Vocalization and Sexual Motivation

Fiorillo, C. D., Tobler, P. N., and Schultz, W. (2003). Discrete coding of reward
probability and uncertainty by dopamine neurons. Science 299, 1898-1902.
doi: 10.1126/science.1077349

Fu, X. W, and Brudzynski, S. M. (1994). High-frequency ultrasonic vocalization
induced by intracerebral glutamate in rats. Pharmacol. Biochem. Behav. 49,
835-841. doi: 10.1016/0091-3057(94)90231-3

Gao, S. C., Wei, Y. C, Wang, S. R, and Xu, X. H. (2019). Medial Preoptic Area
Modulates Courtship Ultrasonic Vocalization in Adult Male Mice. Neurosci.
Bull. 35, 697-708. doi: 10.1007/512264-019-00365-w

Geyer, L. A, Barfield, R. J., and McIntosh, T. K. (1978). Influence of gonadal
hormones and sexual behavior on ultrasonic vocalization in rats: II. Treatment
of males. J. Comparat. Physiol. Psychol. 92, 447-456. doi: 10.1037/h0077487

Hamed, A., and Kursa, M. B. (2018). Inter-individual differences in serotonin
and glutamate co-transmission reflect differentiation in context-induced
conditioned 50-kHz USVs response after morphine withdrawal. Brain Struct.
Funct. 223, 3149-3167. doi: 10.1007/500429-018-1683-4

Hamed, A., Daszczuk, P., Kursa, M. B., Turzynska, D., Sobolewska, A., Lehner,
M., et al. (2016). Non-parametric analysis of neurochemical effects and Arc
expression in amphetamine-induced 50-kHz ultrasonic vocalization. Behav.
Brain Res. 312, 174-185. doi: 10.1016/j.bbr.2016.05.042

Holy, T. E., and Guo, Z. (2005). Ultrasonic Songs of Male Mice. PLoS Biol. 3:¢386.
doi: 10.1371/journal.pbio.0030386

Hull, E. M., Meisel, R. L., and Sachs, B. D. (2002). “1 - Male Sexual Behavior, in
Hormones, Brain and Behavior, eds D. W. Pfaff, A. P. Arnold, S. E. Fahrbach,
A. M. Etgen, and R. T. Rubin (San Diego: Academic Press), 3-137.

Jelen, P., Soltysik, S., and Zagrodzka, ]. (2003). 22-kHz ultrasonic vocalization
in rats as an index of anxiety but not fear: behavioral and pharmacological
modulation of affective state. Behav. Brain Res. 141, 63-72. doi: 10.1016/50166-
4328(02)00321-2

Karigo, T., Kennedy, A., Yang, B., Liu, M., Tai, D., Wahle, I. A., etal. (2021). Distinct
hypothalamic control of same- and opposite-sex mounting behaviour in mice.
Nature 589, 258-263. doi: 10.1038/541586-020-2995-0

Kuchniak, K., Wyszogrodzka, E., Chrapusta, S. J., Czarna, M., Michalak, M.,
Plaznik, A., et al. (2019). Using anticipatory and drug-evoked appetitive
ultrasonic vocalization for monitoring the rewarding effect of amphetamine
in a rat model of drug self-administration. Behav. Brain Res. 376:112187. doi:
10.1016/j.bbr.2019.112187

Larsson, K. (1956). Conditioning and sexual behavior in the male albino rat.
Stockholm: Almgvist & Wiksell.

Larsson, K. (1967). Testicular hormone and developmental changes in mating
behavior of the male rat. J. Comparat. Physiol. Psychol. 63, 223-230. doi: 10.
1037/h0024358

Ma, S. T., Maier, E. Y., Ahrens, A. M., Schallert, T., and Duvauchelle, C. L. (2010).
Repeated intravenous cocaine experience: development and escalation of pre-
drug anticipatory 50-kHz ultrasonic vocalizations in rats. Behav. Brain Res. 212,
109-114. doi: 10.1016/j.bbr.2010.04.001

Mabhler, S. V., Moorman, D. E,, Feltenstein, M. W., Cox, B. M., Ogburn, K. B,,
Bachar, M., et al. (2013). A rodent “self-report” measure of methamphetamine
craving? Rat ultrasonic vocalizations during methamphetamine self-
administration, extinction, and reinstatement. Behav. Brain Res. 236, 78-89.
doi: 10.1016/j.bbr.2012.08.023

Matsumoto, J., Nishimaru, H., Takamura, Y., Urakawa, S., Ono, T, and Nishijo,
H. (2016). Amygdalar Auditory Neurons Contribute to Self-Other Distinction
during Ultrasonic Social Vocalization in Rats. Front. Neurosci. 10:399. doi:
10.3389/fnins.2016.00399

Mulvihill, K. G., and Brudzynski, S. M. (2018). Non-pharmacological induction of
rat 50 kHz ultrasonic vocalization: Social and non-social contexts differentially
induce 50 kHz call subtypes. Physiol. Behav. 196, 200-207. doi: 10.1016/j.
physbeh.2018.09.005

Nikiforuk, A., Kos, T., Fijal, K., Holuj, M., Rafa, D., and Popik, P. (2013). Effects
of the Selective 5-HT7 Receptor Antagonist SB-269970 and Amisulpride on
Ketamine-Induced Schizophrenia-like Deficits in Rats. PLoS One 8:¢66695.
doi: 10.1371/journal.pone.0066695

Panksepp, J. (2005). Beyond a Joke: From Animal Laughter to Human Joy? Science
308, 62-63. doi: 10.1126/science.1112066

Pfaff, D. (ed.) (2017). “Central nervous system arousal fueling instinctive
behaviors,” in How the Vertebrate Brain Regulates Behavior, (Cambridge:
Harvard University Press), 215-226. doi: 10.4159/9780674978751-009

Frontiers in Behavioral Neuroscience | www.frontiersin.org

10 August 2021 | Volume 15 | Article 722456

57| Strona



Bogacki-Rychlik et al.

Reinhold, A. S., Sanguinetti-Scheck, J. I, Hartmann, K., and Brecht, M. (2019).
Behavioral and neural correlates of hide-and-seek in rats. Science 365, 1180-
1183. doi: 10.1126/science.aaxd705

Sales, G. D. (1972). Ultrasound and aggressive behaviour in rats and other small
mammals. Anim. Behav. 20, 88-100. doi: 10.1016/S0003-3472(72)80177-5

Sales, G. D, and Pye, J. D. (1974). Ultrasonic communication by animals. London:
Chapman and Hall.

Simola, N. (2015). Rat Ultrasonic Vocalizations and Behavioral
Neuropharmacology: From the Screening of Drugs to the Study of
Disease. Curr. Neuropharmacol. 13, 164-179. doi: 10.2174/1570159x13999
150318113800

Simola, N., and Costa, G. (2018). Emission of categorized 50-kHz ultrasonic
vocalizations in rats repeatedly treated with amphetamine or apomorphine:
Possible relevance to drug-induced modifications in the emotional state. Behav.
Brain Res. 347, 88-98. doi: 10.1016/j.bbr.2018.02.041

Simola, N., and Granon, S. (2019). Ultrasonic vocalizations as a tool in studying
emotional states in rodent models of social behavior and brain disease.
Neuropharmacology 159:107420. doi: 10.1016/j.neuropharm.2018.11.008

Taracha, E., Hamed, A., Krzascik, P., Lehner, M., Skorzewska, A., Plaznik,
A, et al. (2012). Inter-individual diversity and intra-individual stability
of amphetamine-induced sensitization of frequency-modulated 50-kHz
vocalization in Sprague-Dawley rats. Psychopharmacology 222, 619-632.
doi: 10.1007/500213-012-2658-4

Tenk, C. M., Wilson, H., Zhang, Q., Pitchers, K. K., and Coolen, L. M. (2009).
Sexual reward in male rats: Effects of sexual experience on conditioned place

Anticipatory Ultrasonic Vocalization and Sexual Motivation

Wright, J. M, Dobosiewicz, M. R. S, and Clarke, P. B. S. (2012). a-
and B-Adrenergic Receptors Differentially Modulate the Emission of
Spontaneous and Amphetamine-Induced 50-kHz Ultrasonic Vocalizations
in Adult Rats. Neuropsychopharmacology 37, 808-821. doi: 10.1038/npp.2
011.258

Wright, J. M., Dobosiewicz, M. R. S., and Clarke, P. B. S. (2013). The role
of dopaminergic transmission through DI-like and D2-like receptors in
amphetamine-induced rat ultrasonic vocalizations. Psychopharmacology 225,
853-868. doi: 10.1007/500213-012-2871-1

Wright, J. M., Gourdon, J. C., and Clarke, P. B. (2010). Identification of multiple
call categories within the rich repertoire of adult rat 50-kHz ultrasonic
vocalizations: effects of amphetamine and social context. Psychopharmacology
211, 1-13. doi: 10.1007/500213-010-1859-y

Zala, S. M., Nicolakis, D., Marconi, M. A., Noll, A, Ruf, 1., Balazs, P., et al. (2020).
Primed to vocalize: Wild-derived male house mice increase vocalization rate
and diversity after a previous encounter with a female. PLoS One 15:€0242959.
doi: 10.1371/journal.pone.0242959

Conflict of Interest: The authors declare that the research was conducted in the
absence of any commercial or financial relationships that could be construed as a
potential conflict of interest.

Publisher’s Note: All claims expressed in this article are solely those of the authors
and do not necessarily represent those of their affiliated organizations, or those of

preferences associated with ejaculation and intromissions. Hormones Behav. 55,
93-97. doi: 10.1016/j.yhbeh.2008.08.012

Wendler, E., de Souza, C. P., Dornellas, A. P. S, Santos, L. E., Ferreira, S. T.,
Galduroz, ). C. F., et al. (2019). Mania-like elevated mood in rats: Enhanced
50-kHz ultrasonic vocalizations after sleep deprivation. Prog. Neuropsychophar.
Biol. Psychiatry 88, 142-150. doi: 10.1016/j.pnpbp.2018.07.002

Wohr, M. (2021). Measuring mania-like elevated mood through amphetamine-
induced 50-kHz ultrasonic vocalizations in rats. Br. J. Pharmacol. [Preprint].
doi: 10.1111/bph.15487

the publisher, the editors and the reviewers. Any product that may be evaluated in
this article, or claim that may be made by its manufacturer, is not guaranteed or
endorsed by the publisher.

Copyright © 2021 Bogacki-Rychlik, Rolf and Bialy. This is an open-access article
distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (CC BY).
The use, distribution or reproduction in other forums is permitted, provided the
original author(s) and the copyright owner(s) are credited and that the original
publication in this journal is cited, in accordance with accepted academic practice. No
use, distribution or reproduction is permitted which does not comply with these terms.

Frontiers in Behavioral Neuroscience | www.frontiersin.org

1

August 2021 | Volume 15 | Article 722456

58| Strona



PUBLIKACJANR 3

A Protocol for the Non-invasive Method of Ultrasound
Separation During the Sociosexual Vocal-Non-contact Model

in Rats.

Wiktor Bogacki-Rychlik
Anna Wrona

Michat Biaty

59 |Strona



? frontiers ‘ Frontiers in Behavioral Neuroscience

OPEN ACCESS

Edited by:
Luigia Trabace,
University of Foggia, ltaly

Reviewed by:

Theresa Kisko,

University of Marburg, Germany
Hideaki Inagaki,

Aichi Medical University, Japan

*Correspondence:
Michal Bialy
michal.bialy@wum.edu.pl;
michalbialy@yahoo.com

Specialty section:

This article was submitted to
Motivation and Reward,

a section of the journal

Frontiers in Behavioral Neuroscience

Received: 01 April 2022
Accepted: 21 April 2022
Published: 25 May 2022

Citation:

Bogacki-Rychlik W, Wrona A and
Bialy M (2022) A Protocol

for the Non-invasive Method

of Ultrasound Separation During
the Sociosexual Vocal-Non-contact
Model in Rats.

Front. Behav. Neurosci. 16:910591.
doi: 10.3389/Mbeh.2022.910591

Frontiers in Behavioral Neuroscience | www.frontiersin.org 1

METHODS
published: 25 May 2022
doi: 10.3389/fnbeh.2022.910591

Check for
updates

A Protocol for the Non-invasive
Method of Ultrasound Separation
During the Sociosexual
Vocal-Non-contact Model in Rats

Wiktor Bogacki-Rychlik, Anna Wrona and Michal Bialy*

Department of Experimental and Clinical Physiology, Laboratory of Centre for Preclinical Research, Medical University of
Warsaw, Warsaw, Poland

Ultrasonic vocalization (USV) is one of the measurable behavioral parameters
of sociosexual interactions in rats. To precisely and accurately describe the
neurobehavioral properties of USV and the potentially related specific emotional
responsiveness of animals, we need to know which animals vocalize and what is their
exact behavioral and physiological response. To this end, we modified the non-contact
cage [non-contact erection model (NCE)] by adding a modification [vocalization-non-
contact erection (VOC-NCE)] that makes it possible to assign emitted ultrasonic signals
to a particular animal. Typically, the NCE cage consists of two compartments separated
by perforated baffles. A male is placed in one section, and a receptive female is placed
in the other section. This makes possible the accurate description of sexual parameters
related to the cues controlled by the experimenter. In VOC-NCE, we completely
separated the male USV from the female USV by three appropriately perforated baffles
and located microphones combined with ultrasonic screening. We recorded emission
in both typical bands, the so-called 22- and 50-kHz bands, with various subtypes,
thus highlighting the utility of our protocol to investigate the sexual dimorphism of
vocalization. Similar to the anticipatory model, we showed that emission can occur
without acoustic feedback from concomitants during the VOC-NCE test. Therefore, we
propose a relatively simple method for assigning individual vocalization. We discuss its
usefulness and limitations in assessing vocal differentiation related to sexual parameters,
adaptive changes during conditioning procedures, and further applications.

sexual b

Key : ultrasonic 22-kHz, 50-kHz, rats

INTRODUCTION

Ultrasonic vocalization (USV) emitted by rats has gained considerable acceptance in recent decades
as an applicable parameter in neurobehavioral research (Burgdorf and Panksepp, 2006; Taracha
etal., 2012; Potasiewicz et al., 2019; Caruso et al., 2020; Costa et al., 2021). The frequency spectrum
of the main emitted signals ranges from 20 kHz to about 70 kHz. The commonly accepted division
according to the dominance frequency divides them into two groups, the so-called 22- and 50-kHz
bands (Sales and Pye, 1974; Wright et al., 2010; Wohr and Schwarting, 2013; Brudzynski, 2015),
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differing in the accompanying neurobehavioral context of
the emission and stimulation of the reward-related neuronal
structure of the rat brain (Brudzynski, 2007).

During sociosexual interactions in rats (arousing and highly
appetitive situations), we can observe a wide variety of
ultrasounds with all subtypes in the 22- and 50-kHz bands
(Barfield et al., 1979; Burgdorf et al., 2008; Seffer et al., 2014;
Agmo and Snoeren, 2015; Bialy et al., 2019a; Bogacki-Rychlik
etal,, 2021).

One of the most significant problems of USV analysis
is assigning particular signals to the animal that emitted
them. This is necessary for the standardization of USV as
a parameter reflecting a specific physiological process taking
place during intraindividual interactions. It could only then
serve as being fully applicable in preclinical models with a
reasonable translational potential. To date, methods allowing
this type of distinction are based on an analysis of the
anticipatory vocalization of each individual (Bialy et al., 2000;
Bogacki-Rychlik et al., 2021), the devocalization of one of the
animals (Thomas et al., 1981; White et al., 1990; Matochik
et al.,, 1992; Kisko et al., 2015), the anesthetization of one of
them (Maggio and Whitney, 1985), or the use of a complex
system based on multisource recording combined with the
application of mathematical methods (Sangiamo et al., 2020;
Warren et al., 2020).

Each of these methods has specific limitations due to the
invasiveness of the procedure, stimuli deprivation of the animals,
or a methodology that is hard to apply.

We propose a relatively simple way to distinguish ultrasounds
during the so-called vocalization-non-contact erection test
(VOC-NCE) in the experiment described here. The non-
contact erection test (NCE) and dedicated chamber cage were
developed and refined by Benjamin D. Sachs (Sachs et al,
1994; Sachs, 1997). It made it possible to standardize non-
contact erections as a behavioral parameter and use them to
study mechanisms of sexual arousal through the selective and
controlled deprivation of tactile, visual, or olfactory stimuli.
The standard NCE procedure was carried out by placing
two animals in two distinct compartments separated by three
plexiglass partitions with specific perforations. Shifts in the
level of perforations between the baffles provided olfactory
stimuli without direct contact between the animals. Furthermore,
the transparent versus opaque material of the partition gave
some (or a reduced) visual stimuli. Also, the exchange of
non-specific auditory stimuli (to reach the spectrum heard by
humans) was possible due to the movements of the animals.
By airflow regulation, the experimenter could control the
level of olfactory stimuli perceived by the subjects (Sachs,
1997). Altogether, it provided an opportunity to measure
the parameters of sociosexual behavior during the absence
of direct tactile stimulation with a controlled level of other
classes of stimuli.

We proposed an additional expansion of this method
by adding the possibility of analyzing the USV parameter
of a particular animal and thus correlate it with other
sexual parameters of males and females. We obtained this
selectivity by appropriately positioning two microphones (one
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in each compartment) and adding a silencing screen above the
chambers. Consequently, we isolated the acoustic stream derived
from each animal.

Moreover, due to the high research interest in USV
during sociosexual interactions, we present in detail our
investigative protocol, which is based on rat sexual behavior.
We believe that sexual behavior across the rodent order,
including typical laboratory models (i.e., mice, gerbils, hamsters,
and rats) and their corresponding USV, is controlled by
similar mechanisms but differs significantly in the detail. Thus,
we hoped that the presented VOC-NCE chamber with the
behavioral protocol would help to avoid misinterpretations
of the results between different experimental approaches
by implementing the possibility of controlling modalities
combined with sexual parameters (general arousal, sexual
arousal, sexual motivation).

Nevertheless, the primary aim of this model was to obtain a
clear USV separation during sociosexual interactions.

MATERIALS AND EQUIPMENT

Apparatus

The experimental chamber, made of plexiglass, had total
dimensions of 50 cm x 31 cm x 27 cm. For the VOC-
NCE test, the long axis of the chamber was bisected in
the middle of its length by a set of three transparent
partitions placed 1 cm apart (Figures 1, 2). The two outer
partitions had evenly spaced rectangular perforations
(25 cm x 7.5 c¢cm) cut out at the bottom. The middle
partition had four similar-sized rectangular perforations
(2.5 cm x 9 cm), aligned about 3 cm above the perforations
of the outer ones (Figure 1). We covered the top of the
compartments with a wire grid to prevent the rats from escaping
during the experimental trials. To acoustically separate the
recording compartments, we mounted an acoustic screen
(72 em x 52 cm x 10 cm) in the central part of the lid, just
above the three dividers. The microphones were attached 50 cm
above the ground, one on each side, exactly opposite each other
(Figures 3-5).

Technical Assumption

In the experiment, we used a cage constructed of poly (methyl
methacrylate) (PMMA), also known as plexiglass. The choice
of material was dictated by its properties such as low weight,
transparency (as PMMA transmits up to 94% of visible light)
(Martin-de Leon et al., 2019), high flexibility (good resistance to
cracking compared with polystyrene as used in some systems),
and ease of cleaning even at high temperatures (Ali et al,
2015). However, in our experiment, the most important features
are related to its sound insulation properties. In this context,
PMMA is used in environmental engineering as sound walls
to reduce industrial noise (Garai and Guidorzi, 2000), acoustic
screens in recording studios, and commercially available isolation
systems for animals (such as IVC). In the presented VOC-NCE
system, two compartments were separated by three partitions
made of plexiglass. This made it possible to obtain sufficient
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one middle partition with perforations shifted upward.

FIGURE 1 | Scheme of the standard NCE cage. Two compartments are separated by three partitions, namely, two outer partitions with identical perforations and

31cm

ultrasonic isolation due to the high acoustic impedance of the
material. The main frequency range of the USV of the rats
is between 20 kHz to about 70 kHz, so the wave energy is
relatively low (comparable with the human audible sound wave
range). We decided to leave open each compartment at the top
and isolate them by the acoustic splitter screen (covered with
polyurethane soundproofing foam). The open construction made
it possible to avoid sound artifacts in the recordings generated
due to multiple wave reflections. Apart from the ability to
reflect, plexiglass has a significant sound absorption parameter,
so we could probably create an acoustic shadow in the middle
part of the cage (between the outer partitions). The floor of
the VOC-NCE cage was not covered by bedding to reduce
ultrasonic artifacts.

Methods

Animals and Behavioral Procedures

The subjects of this study were 6-month-old Long-Evans rats
(eight males and eight females, weighted 480-570 g and 280-
400 g, respectively). The animals were purchased from the
Department of Experimental Medicine, the Medical University
of Silesia, Katowice. The males and females were housed in
separate rooms, with two animals per standard laboratory
cage (55.6 cm X 33.4 cm x 19.5 cm, Animalab type IV).
Chow and water were freely available. All cages were provided
with wood shavings and dedicated plastic tubes as enrichment.
The rats were maintained on a 12-h light-dark cycle (lights

switched off at 9:00 p.m.) at a temperature around 22°C. All
of the behavioral tests were conducted between 13:00 and 17:00
during the dark phase of the light-dark cycle. The experimental
room was illuminated primarily by infrared light, with a total
intensity of 25 lux.

The females were bilaterally ovariectomized [under
intraperitoneal (IP) injection of ketamine 10 mg/100 g with
xylazine 1 mg/100 g] before the experiment and then convalesced
for 2 weeks (with analgetic and anti-inflammatory support).
Estrus was hormonally induced with a single injection of
estradiol benzoate [50 pug/rat subcutaneously (s.c.), Sigma,
48-72 h before the trial] and progesterone (500 pg/rat s.c.,
Sigma, 4-8 h before the trial). Hormones were dissolved in
sesame oil and administered in 0.05 ml doses per individual.
The induction was repeated no more than once a week and at
least once every 2 weeks. The animals were habituated to the
experimenters, to all behavioral procedures, and to the chamber
in all versions (for the copulatory and VOC-NCE test). Before the
trial phase, all of the animals acquired sexual experience during
four preceding training sessions. Training copulatory sessions
were performed in the experimental VOC-NCE chamber with
the partitions removed. The male was placed for 5 min for
acclimation (anticipatory phase), and then an estrus female was
introduced for 25 min or up to the first intromission after the
first ejaculation.

During the experimental trials, a male was placed in the
first compartment for 5 min alone (anticipatory phase) and the
recording equipment was switched on. After this time, a female
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FIGURE 2 | At the top of the figure are two middle partitions, and at the
bottom are two outer partitions. The black opaque versions are alternatives to
implement the deprivation of visual cues. The results presented in this study
were obtained using the transparent version.

was placed in the second compartment, and the recording process
continued for the next 20 min.

Ultrasonic Recording and Analysis

All behavioral procedures were performed in two adjoining
rooms. The recording room with the VOC-NCE cage and
microphones and infrared camera was acoustically and visually
isolated from the observers. A second room was used for
observation, registration (computer with hardware), and further
analysis. The rats were placed in the recording room during all of
the trials while the experimenters stayed in the other room.

This separation isolated unwanted stimuli and reduced
background noise generated by the electronic equipment and
human activity (to maintain an optimal acoustic environment).
The USV was recorded with a Sonotrack System (Sonotrack
by Metris ver. 2.2) dedicated to this purpose, which enables
recording on up to four independent parallel channels.
The system consists of ultrasonic microphones (frequency
range 15-125 kHz), with fully compatible hardware and
software'. The microphones were connected by two identical

'refer to
forspecifications.

https://www.metris.nl/en/products/sonotrack/sonotrack_specs/
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FIGURE 3 | A scheme to illustrate the proposed expansion of the VOC-NCE
cage with an acoustic screen.

cables, identical in all conductive parameters. All USV tracks
were analyzed and compared manually. After the visual
analysis based on spectrogram pictures, analog time windows
were listened to, to exclude potential low-energy vestigial
ultrasonic leaks.

RESULTS

The acoustic isolation was sufficient to separate all emitted
ultrasonic calls and assign them to each animal. We analyzed
the records from the male (channel 1) and female (channel
2) compartments obtained during non-contact sessions.
Vocalizations were very intensive (hundreds of particular signals
per track), and both males and females vocalized in all of the
main types of ultrasounds. We presented some arbitrarily chosen
samples of ultrasounds from two random records (Figures 6-9).
The only criterion for selection was our intention to demonstrate
various types in both 50- and 22-kHz frequencies. The visible
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FIGURE 4 | The photograph of the VOC-NCE located in the behavioral
recording room (the frontal view). For clarity, cables have been unplugged from
the microphones, and the covering grid was removed.

color differentiation of the software was intentionally applied to
improve the overall clarity. The timeline of the corresponding
spectrograms was precisely adjusted to each other to reveal
sufficient separation.

DISCUSSION

Our results indicate that the proposed VOC-NCE procedure is
sufficient to separate vocalizations emitted by two individuals
during sociosexual interaction. We have demonstrated that
partitions with appropriately located perforations, combined
with simple acoustic isolations, are sufficient to entirely reduce
the ultrasonic stream while maintaining a flow of other stimuli.
In the conducted sexual vocal-non-contact tests, emissions
of USV were very intensive in the situation with reduced
acoustic feedback, which implies the dominative role of
cues other than auditory in initiating and maintaining USV.
Therefore, this relatively simple model provides an opportunity
to prioritize incentive modalities, crucial for emission during
encounters. Moreover, it makes it possible to describe sex-
dependent features in the spectrograms obtained due to reliable
matching to the male or female. Furthermore, the presented
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FIGURE 5 | The photograph of the VOC-NCE located in the behavioral
recording room (the oblique view). For clarity, cables have been unplugged
from the microphones, and the covering grid was removed.

separation should be useful for assigning an individual USV
profile to other physiological parameters occurring during
sexual behavior.

Expanding the NCE Test

In the classical procedure presented by Benjamin D. Sachs,
the visual analysis of behavior enables the parameterization
of sexual arousal (by latency to first non-contact erection as
well as the number of non-contact erections) (Sachs et al.,
1994; Sachs, 1997), sexual preferences (Kondo and Hayashi,
2021), sociosexual motivation (latency to start and duration of
perforation sniffing), and general arousal (number of rearing,
total locomotor activity). The experimental non-contact chamber
provides visual contact (when the baffles are transparent),
exchange of olfactory stimuli due to perforations (olfactory
cues could also be reduced or enhanced by pumping air in
or out), and non-specific acoustic cues as a result of animal
movements (mainly in the human audible range). The previous
experiments have shown that olfactory cues are sufficient and
the most important to evoke non-contact erections (Sachs,
1997; Kondo et al., 1999) in mechanisms related to the medial
amygdala activity (Bialy and Sachs, 2002; Kondo and Sachs,
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FIGURE 6 | (A,C) Different forms of 22-kHz specific for VOC-NCE: composite forms with different lengths of 22-kHz signal with co-occurring higher frequencies.
(B) Short form of 22 kHz. All of them were emitted by males, and analogical parts of the female‘s spectrogram were blank.

Male & Female ¢

FIGURE 7 | (A) Frequency-modulated non-trill (complex) emitted by the male. Female emitted two forms of short type. (B-D) Very intensive, frequency-modulated
USV with trills and composite clusters of signals emitted by the female. The male was silent.

2002; Bialy et al, 2011). Other stimuli appear to be less Ultrasonic Vocalization During
relevant in inducing a non-contact erection and sexual arousal  \yOC-NCE Anticipatory, Copulation, and
tl ’ ’

in rats (Sachs, 1997). We can also modify the level of sexual ; N 5
arousal via the hormonal status of the female or male (Sachs Postejaculatory Period: Behavioral
et al,, 1994; Manzo et al., 1999; Fernandez-Vargas, 2018). Taken Protocols

logethcr, VOC-NCE gives opportunities to investigate USV USV in the VOC-NCE Test

during sociosexual activity in a more precise and selective =~ We started to measure the vocalization phase of the VOC-NCE
established cue/sensory environment. test after 5 min of the anticipatory period with the introduction of
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FIGURE 8 | (A-D) Various forms included flat-type, multistep, and step down on the male's side On the female’s side, the ultrasonic spectrum is distinctly different.
All ultrasounds can be unambiguously assigned to the emitter.
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FIGURE 9 | (A-D) Another set of ultrasounds with split type, upward, and step down on the male’s side, and frequency-modulated trills on the female’s side.

the female. The duration of the anticipatory phase is determined
during the preceding sexual training procedure. However, 5 min
is commonly accepted due to optimal acclimation/conditioning
properties during sexual behavior (Larsson, 1956; Bialy et al.,

2000). In this and previous experiments, we end the NCE sessions

after 20 min with a female (25 min in total, refer to Figure 10).
Previously, we found vocalizations specific to the NCE

test in the so-called 22-kHz band. This variation included
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frequency-modulated signals and assembled types with coexisted
prefixes or suffixes (Bialy et al, 2019a). By applying the
VOC-NCE expansion, we have accurately identified particular
emitters, in this case, by separating the ultrasound from the
male and female. Thus, it probably could be functional in
assessing some sexual dimorphic traits in spectrograms due
to recent interest in this field (for a detailed review, refer to
Lenell et al., 2021).

During 20 min of VOC-NCE, the USV of both male and
female in physiological conditions should be abundant, with
domination of the 50-kHz signals in the recordings. In this
phase, we observed many high-frequency-modulated signals
(trill-like types) co-occurring with all other subtypes of the 50-
kHz group. These subtypes (trills and flat-trill) can be considered
as additional markers of estrus occurrence. Our observations are
consistent with the results of Barfield and Thomas (1986), which
showed estrus clustered and a modulated type of USV. Similarly,
Gerson et al. (2019) showed that direct clitoral stimulation
elicits trill and flat-trill subtypes, and hormones significantly
augment their emission. We demonstrate in Figures 7, 9 this
characteristic pattern of estrus (aroused) female vocalization with
highly modulated 50-kHz signals combined in clusters. This
type of USV is relatively rare in the recordings of males during
non-contact. In contrast, in the male spectrograms, we observed
characteristics for the non-contact test variant of a 22-kHz, i.e.,
the 22-kHz shift-subtype consisting of a 22-kHz call combined
with a 50-kHz prefix or suffix. They seem to reflect a fluctuation
of arousal that can be interpreted as an emotional state related

Frontiers in Behavioral Neuroscience | www.frontiersin.org
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FIGURE 10 | Schematic protocol for the investigation of USV during particular phases of sociosexual interactions. *22-kHz shifts in the late phase of copulation
occur relatively rarely. After the dominant flat-type postejaculatory 22-kHz signal, some forms of modulation could also be observed (end phase of 22-kHz
postejaculatory vocalization, not depicted in the figure). Ej, ejaculation.

to sexual frustration. We have described these subtypes in detail
previously (Bialy et al., 2019a). Different patterns of frequency-
modulated 22-kHz USVs have also been demonstrated in many
other neurobehavioral contexts (Miczek and Van Der Poel, 1991;
Vivian and Miczek, 1993; Karwicka et al., 2021).

The implied question arises about the possibility of
experimentally controlling the frustration levels using VOC-
NCE. Potentially, it could be achieved with the implantation
of removable (openable) partitions, which would allow direct
contact between the male and female after a fixed time of the
non-contact procedure (Pfaus et al., 1990; similarly to Mas et al.,
1990, 1995; Damsma et al., 1992; Lorrain et al., 1997, 1999). In
such an experimental setup, the acquisition of sexual experience
should reduce frustration effects via the conditioning processes
during trials (Pfaus et al., 2001).

Overall, based on the presented VOC-NCE model, it is
possible to conduct a quantitative and qualitative analysis of
the 22- and 50-kHz bands to construct individual USV profiles,
which can be used as an additional parameter to describe
behavioral changes during sexual activity encounters.

During sexual behavior, we found that male rats in different
phases of sexual behavior (anticipatory, postejaculatory period,
and NCE test) display a specific pattern of vocalizations with
dominant USV subtypes (Bialy et al., 2019a; Bogacki-Rychlik
et al., 2021). This suggests that specific central responsiveness
(emotional/motivational/arousal) influences the USV pattern.
Therefore, we discuss in more detail these phases and compare
them to the NCE and VOC-NCE tests.
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Anticipatory Pre-Contact Vocalization

Anticipatory sexual behavior makes possible the analysis
of individual rat USVs. During our experiments, males
vocalize frequently, and such vocalizations are related to
emotional memory, sexual motivation, conditioning to odor and
background cues, sexual experience, and level of general arousal,
but not sexual arousal per se (Bialy et al., 2019b). The total
number of anticipatory precontact 50-kHz vocalizations (PVs)
positively correlates with the acquisition of sexual experience,
rewarding the value of previous sociosexual contact (Bialy et al.,
2000), and the level of sexual motivation (Bogacki-Rychlik et al.,
2021). Contrary to the total number of PVs, the pattern of
vocalizations measured by the percentage of different subtypes
seems to be stable and characteristic of anticipatory behavior with
dominant complex/composite and flat calls (Bogacki-Rychlik
et al., 2021). In the anticipatory phase, 22-kHz signals occur very
rarely, and if they do then in short and unmodulated forms. Also,
in this phase, erections of the penis, a sign of sexual arousal, are
not observed in the standard 5-min period, supporting the thesis
that PVs reflect sexual motivation and general arousal but not
sexual arousal per se.

USV During Copulation

Copulation of male rats is a relatively complex but well-
parameterized behavior (Sachs and Barfield, 1976; Sachs, 1978;
Bialy et al, 2000, 2019b; Hull and Rodriguez-Manzo, 2017).
During copulation, many ultrasounds are emitted by both male
and female, mostly at 50 kHz. The female vocalizes intensively
during solicitation (darting, hopping, and ear wiggling), and
the level of USV depends on the hormonal status. The
male vocalizes during an approach to the female, especially
before investigation and mounting (Barfield and Thomas,
1986). This USV significantly increases when having a problem
with achieving intromissions and ejaculation, thus suggesting
the significant effect on USV production of some frustration
and enhanced general arousal rather than sexual arousal and
sexual motivation per se (McIntosh and Barfield, 1980; Bialy
et al., 1996). The role of the male and female USV in the
coordination of copulation was investigated by using devocalized
animals. A female exposed to a devocalized male displays
less intensive soliciting behavior and more frequently moves
out during intromission or ejaculation (Thomas et al., 1981).
Such results suggest some coordinator role of the USV in
the sexual interaction, although the effect of female or male
devocalizations on copulatory parameters is not statistically
significant (Agmo and Snoeren, 2015).

USV During the Postejaculatory Interval

The PEI is the period between ejaculation and the next cycle
of copulation, first mounting, or intromission after a refractory
period (Sachs, 1978; Hull and Rodriguez-Manzo, 2017). In
the USV spectrograms of males, there is a domination of
specific long-lasting 22-kHz calls with a very stable frequency
(Barfield and Geyer, 1972; Bialy et al., 2019a). Postejaculatory
vocalizations occur as the effect of an abrupt decrease in
the arousal and motivation level with sleep-like patterns in
EEG (Kurtz and Adler, 1973; Barfield and Geyer, 1975)
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TABLE 1 | Summary of general arousal (GA), sexual arousal (SA), sexual
motivation (SM), and genital tactile (GT) cues in different sexual situations.

GA SA SM GT
PV (anticipatory) H L= H -
Copulation H H H H
PEI | | | L (genital grooming)
VOC-NCE H H H L (genital grooming)

H, high; L, low:; |, increasing from low to high.

and thus seem to reflect the relaxation state of the male
after ejaculation (Bialy et al, 2016). The intensity of 22-
kHz postejaculatory (latency to start and duration time)
depends on the presence of the female (Sachs and Bialy,
2000). However, the crucial cues responsible for this reaction
are not clear, but an enhanced level of anxiety inhibits
this type of vocalization (Bialy et al, 2016). The 50-kHz
types in PEI are uncommon when the 22-kHz signal occurs
and are usually observed after it ends. Thus, their presence
indicates increasing sexual motivation before the next copulation
cycle (Figure 10).

Overall, we can distinguish behavioral parameters during PEI,
which imply the time of enhancement of general arousal, sexual
arousal, and sexual motivation (Sachs and Bialy, 2000; Bialy et al.,
2019b), and the presented forms of USV are some of them.

VOC-NCE vs. Anticipatory PV, Copulatory and
Postejaculatory USV

The VOC-NCE model presented here, as well as anticipatory
PV, is a non-invasive method to analyze individual USV. The
anticipatory PV model is convenient for investigating the male
USV related to sexual motivation and general arousal (Bialy
et al, 2019b). In both situations, the tactile and taste cues
from the female are absent. The VOC-NCE model gives an
additional opportunity, that is, we can investigate male and
female USV individually in a state of the enhanced level of sexual
arousal (together with general arousal and sexual motivation). In
male rats, sexual arousal is evoked by odors from female urine
and the body (Sachs, 1997; Kondo et al.,, 1999), and in estrus
females by hormones, male odors, and the presence of males
(Barfield and Thomas, 1986).

Both VOC-NCE and copulation trigger USV, and in both
situations enhanced levels of sexual arousal, general arousal,
and sexual motivation can be observed. In the VOC-NCE test,
direct contact with tactile stimulation essential in copulation
is absent (nor taste cues). There is a lack of consummatory
elements of sexual interaction, namely, intromission, ejaculation,
and hypothetically rewarding mounting. Thus, the rewarding
and (eventually) some aversive aspects specific to copulation are
not present. Also, we do not observe a relaxation state typically
observed after ejaculation, and as an implication, a PEI does not
occur (we can observe a rather gradual than a rapid decrease of
arousal levels). These differences have a reflection in the changes
in the 22-kHz USV mentioned above.

Overall, the VOC-NCE protocol could be used as an
expansion of the standard anticipatory PV + copulation,
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providing an opportunity to obtain individual USV profiles (for
summarization of differences between models, refer to Table 1
and Figure 10).

CONCLUSION

Our modification of the non-contact test makes it possible to
separate USV emitted by a pair of animals. It provides an
opportunity to regulate the intensity of all modalities, including
the ultrasonic stream, perceived during sociosexual interactions,
and verify the influence of this change on USV profiles. We
proposed the VOC-NCE cage as a new, non-invasive tool,
expanding the classical sociosexual protocol (anticipatory plus
copulatory). This makes it possible to describe changes in arousal
and motivation during conditioned procedures by noticing
differences in the USV, which should be useful in investigations
of sociosexual behavior.

Additional Applications

Our results indicate that the ultrasound vocalization has been
emitted intensively with significantly reduced ultrasonic feedback
from another animal. In such a view, USV could be considered
a behavioral reflex resulting from the activation of central
autonomic nuclei (e.g.,, RVLM/CVLM, NTS, nucleus ambiguus)
with effector response of the laryngeal and expiratory muscles
(Hernandez-Miranda et al., 2017). Thus, it is comparable to
the objective component of emotional response and has a
non-discrete informational character perceived by concomitants.
During sexual behavior, there is a remarkable parallel increase
in sympathetic and parasympathetic nervous system activity.
Therefore, the vocalization corresponding to this behavior is
a reflection of this autonomic equilibrium, and as such, can
be applied as a preclinical parameter. It is extremely valuable,
especially if we combine it with other autonomic parameters
detected by telemetric systems, e.g., heart rate (Filipkowski
et al,, 2017; Olszynski et al., 2021) and arterial blood pressure
(Vianna et al., 2008).

Based on our set of experiments, we tried to present an
interesting differentiation in the 22-kHz signals. The results
should be considered as an argument for separating them
into distinct subgroups, namely, the modulated types of NCE
procedure, and the flat, long-lasting postejaculatory. They
correspond to very different neurobehavioral contexts and
clustering them together with a “negative-feeling” reference
seems to be inappropriate. Additionally, the VOC-NCE model
might help to answer the question of the communication role
of USV via influence on the behavior of the concomitant
animal and, with that, assess its communicative function. There
is a recurring issue about how much of this vocalization is
communicative (Sales and Pye, 1974). To be more precise, what is
the proportion between phylogenetically old, non-specific stem-
derived motoric reactions of the laryngeal muscles as a result
of fluctuating arousal (Delius, 1970; Bell, 1974; Pfaff, 2017) and
the evolutionary younger, sociobiological messages controlled by
emitters reflecting distinct emotional pathways (Panksepp, 2005;
Brudzynski, 2013; Wohr et al., 2021).
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Although this system is dedicated to highly appetitive
sociosexual interaction, it might be applicable in other behavioral
contexts. For example, during social male-male or female-female
interactions, the USV profile can correspond with same-sex
preference (Van de Poll and Van Dis, 1979; Olvera-Herndndez
et al.,, 2015), social buffering, anxious-type behavior, or agonistic
behavior/aggressive reactions.

Additionally, this model may be seen as useful in
pharmacological and neurobehavioral experiments to evaluate
the potential influence of various agents on sexual parameters,
which includes selective serotonin reuptake inhibitors, serotonin-
norepinephrine reuptake inhibitors, antipsychotic drugs, other
5-HTr modulators, dopamine receptor agents, autonomic
nervous system agents, phosphodiesterase inhibitors, nitrates,
other types of endogenic substances, and toxic factors (Olivier
etal., 2006, 2017, 2022; Lin et al., 2015; Sanna et al., 2015; Chiang
and Park, 2020; Esquivel-Franco et al., 2020; Kermath et al.,
2022). Similarly, it could be useful in investigations of emotional
responses, in addition to models of erectile dysfunction or
premature ejaculation (Hull et al., 1994; Sachs, 2000; Waldinger
and Olivier, 2005; Olayo-Lortia et al., 2014).

LIMITATIONS

In a few cases of singular ultrasounds (not presented here),
some form of vocal artifacts was recorded, probably from the
concomitant. However, appropriate matching was easy to apply
due to the high difference in signal energy. We decided to
leave this vestigial ultrasonic leak as an additional non-specific
stimulus (blurred and weak, amorphic shapes of ultrasounds
cannot be considered to be a distinct communicative signal).
Nevertheless, it has to be emphasized that the isolation was
nearly total, and the residual leak could be reduced by a slight
change in perforation size or adjusting the threshold points in the
recording settings. Other limitations stemmed directly from the
non-contact procedure and have already been discussed.
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Podsumowanie i wnioski

Publikacja 1:

W publikacji zaprezentowano rozrdznienie poje¢: motywacji seksualnej , wzbudzenia
seksualnego i wzbudzenia ogdlnego. Powigzano te pojecia z klasycznymi parametrami zachowania
seksualnego samcow szczura w kontekscie badan przedklinicznych. Wydaje sie, ze moze to stanowic
podtoze do dokfadniejszego zrozumienie zmian i ewentualnie skutecznosci terapii w takich zespotach
chorobowych jak m.in: choroby psychiczne, choroby neurologiczne w tym swoiste i nieswoiste
neuropatologie, patologie watroby i nerek ( z zaburzeniami elektrolitowymi, mocznicowymi i
hormonalnymi), dysfunkcje tarczycy i nadnerczy, oraz cukrzyca. Wpisuje sie to w metodyke aktualnie
prowadzonych badan biomedycznych prezentujgc obok innych modeli (Verbitsky i wsp., 2020;
Biosca-Brull i wsp., 2021) behawior seksualny samca szczura w kontekscie uzytecznosci translacyjnej.
Umiejetne zastosowanie opisywanych w pracy parametrow daje wglagd w motywacje seksualng oraz
wzbudzenie seksualne, a zestawienie otrzymanych wynikéw z wiedzg wynikajgca z modeli
molekularnych, umozliwia stworzenie zintegrowanych obrazéw fizjologicznych (Dickinson i wsp.,

2022).

Whioski:

e Parametryzacja zachowan seksualnych samcow szczuréw moze by¢ uzytecznym narzedziem
w badaniach przedklinicznych w takich zespotach chorobowych jak: zaburzenia afektywne,
choroby uktadu krazenia, neuropatie, zaburzenia metaboliczne, nefropatie i choroby watroby

i zaburzenia lekowe, zaburzenia rozwojowe i inne.

Publikacja 2:

Uzyskane wyniki wskazaty na istnienie zaleznos$ci miedzy iloscig ultradZzwiekéw w pasmie 50-
kHz w trakcie fazy przygotowawczej, a motywacjg seksualng. Dominujgcymi podtypami
ultradzwiekdow byty dzwieki o umiarkowanie modulowanym charakterze okreslonym jako
Complex/Composite (CC), oraz nie modulowane stabilne ptaskie czestotliwosciowo sygnaty tzw. Flat.
Intensywnie modulowane czestotliwosciowo sygnaty tzw. Trills (pol. Trille) stanowity réwniez
widoczny procent, chociaz rzadko wystepowaty juz silnie modulowane i ztozone formy zwane jako
Flat-Trills i Trills with jumps . Pomimo pewnego zréznicowania miedzyosobniczego w badanych
spektrogramach uwidocznit sie wyrazny wzorzec o dominujacych podtypach CC + Flat co potwierdzito
nasze przypuszczenia o odruchowym charakterze wokalizacji, charakterystycznego dla danego

wzorca reakcji behawioralnych. Jednoczesnie brak dominacji sygnatow silnie modulowanych: Flat-
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Trills, Trills with jumps, potwierdzit nasze przypuszczenia o wystepowaniu tych ultradzwiekow w
odpowiedzi na bardzo silne stany wzbudzenia osrodkowego, w tym wzbudzenia seksualnego (ang.
sexual arousal) a nie samej motywacji seksualnej. Tego typu wokalizacja widoczna jest w trakcie

kopulacji i w trakcie opisanego w doswiadczeniu 3 modelu bez-kontaktowego.
Whioski:

e Liczba wokalizacji odzwierciedla poziom motywacji seksualnej
e W trakcie fazy przygotowawczej obserwuje sie charakterystyczny podstawowy sposdb
wokalizacji oparty gtdwnie na ultradZzwiekach ptaskich oraz o umiarkowanym modulowanym

charakterze.

Publikacja 3:

Prezentowana metoda pozwolita na petne i wiarygodne przyporzadkowanie wokalizacji do
emitujgcego je osobnika. Ze wzgledu na prostote wykonania moze konkurowac z innymi
prezentowanymi metodami rozdziatu USV, znajdujac zastosowanie w analizie behawioru nie tylko
seksualnego. Pierwotnie klatka NCE stuzyta do oceny stopnia wzbudzenia seksualnego (ang. sexual
arousal) za pomocg oceny iloSciowej erekcji bez-kontaktowych. Prezentowany model VOC-NCE
stanowi uzyteczne narzedzie rozszerzajagce metode non-contact o parametr wokalizacyjny. W modelu
tym mozemy oceni¢ w kontrolowanym srodowisku wptyw bodZcéw socjoseksualnych oraz poziomu
wzbudzenia seksualnego na wokalizacje ultradZzwiekowg. Zestawiajgc uzyskane w ten sposéb wyniki
z wynikami doswiadczenia z publikacji 2, mozliwe bedzie wyszczegdlnienie ultradzwiekow zwigzanych
ze wzbudzeniem seksualnym, motywacja seksualng i wzbudzeniem ogélnym. W ten sposdb analiza

USV z fazy przygotowawcze] i NCE stang sie wzajemnie uzupetniajace.
Whioski:

e Rozdzielono wokalizacje samca i samicy stosujgc odpowiednie ekrany akustyczne.
e Metoda daje mozliwos¢ analizy ultradzwiekéw w kontrolowanym srodowisku pod wzgledem

dochodzacych bodzcow.
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Ograniczenia i perspektywy badawcze:

Wokalizacja ultradZzwiekowa jako parametr w badaniach przedklinicznych u szczuréw oraz
innych gryzoni laboratoryjnych stanowi uzyteczny parametr pod pewnymi warunkami. Ze wzgledu na
silng stereotypowos$é/odruchowos¢ reakcji, przy stosunkowo nieduzym zréznicowaniu jakosciowym,
zrozumienie kontekstu emisji nie zawsze jest proste. Prawidtowa interpretacja wymaga zastosowania
dodatkowych parametréw behawioralnych, w celu zminimalizowania btednych wnioskéw oraz
nadinterpretacji. O ile klasyczne parametry behawioralne wydajg sie dobrze opisywac najwazniejsze
sktadowe fizjologicznej komponenty reakcji seksualnych, o tyle korespondujgca z nimi wokalizacja
ultradzwiekowa nie spetnia tego wymogu. W tym ujeciu zastosowanie obu parametréw (kompilacja)
wydaje sie dziataé uzupetniajgco. Za przyktad nadinterpretacji przynajmniej w kontekscie zachowan
seksualnych moze stuzy¢ prosty podziat na ,,pozytywne” emocjonalnie 50-kHz i ,negatywne” 22-kHz.
Silnie nagradzajgce wiasciwosci kopulacji (ejakulacja), ktéorym towarzyszy nastepcza emisja 22PE
wydaje sie zaprzeczac temu efektowi. Podobnie narastajaca ilos¢ silnie modulowanej wokalizacji 50-
kHz obserwowana w trakcie modelu frustracyjnego (dane w trakcie analizy), nie daje sie tatwo
przyporzadkowac do stanu typowo pozytywnych emocji . Prezentowane w naszej pracowni podejscie
badawcze testuje hipoteze o wokalizacji jako odzwierciedleniu zmian pozioméw wzbudzenia
osrodkowego. W takim ujeciu profil ultradzwiekowy moze odzwierciedla¢ afekt i silne zmiany

pobudzenia osrodkowego zwierzecia bardziej niz poszczegdlne dyskretne stany emocjonalne.

Innym problemem jest konieczno$¢ rozréznienia petli neuronalnych kontrolujgcych
wokalizacje (Dupin i wsp., 2019; Michael i wsp., 2020; Boulanger-Bertolus i Mouly 2021;) od tych
zwigzanych z motywacjg seksualng. Szczegdlnie istotne wydaje sie tu by¢ doktadne
przyporzadkowanie aktywnosci MPOA uczestniczacego w obu procesach. Na obecnym etapie wyniki
sg niejednoznaczne, wskazujgc na odmienny w stosunku do innych modeli eksperymentalnych,
kontekst neurochemiczny zwigzany z wokalizacjg w trakcie interakcji socjoseksualnych, a takze
istotne réznice miedzygatunkowe (Miceli i Malsbury 1982; Hardining i McGinnis 2004; Floody, 2009;
Gao i wsp., 2019).

Rozwigzanie mogg przynies¢ eksperymenty z uzyskane technikg optogenetyki (Scardochio i
wsp., 2015), a takze wykorzystanie nowoczesnej farmakologii. W tym kontekscie interesujgce
wydaje sie zbadanie hormonalnej aktywnosci osrodkowej poprzez podawanie selektywnych
modulatoréw receptorowych (SARM) ze wzgledu na zwiekszong selektywnos¢ wzgledem podtypdw
receptorow androgenowych, a takze zréznicowane parametry farmakokinetyczne (Jones i wsp.,
2010; Kudwa i wsp., 2010; Aikawa i wsp., 2015) i SERM (Clark i wsp., 2012). Szereg ciekawych
informacji przynie$¢ moze detaliczna analiza neurochemiczna z wykorzystaniem interkorelacyjnosci

miedzy profilem neuroprzekaznikowym a odpowiedzig behawioralng (Hamed i wsp., 2016).
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Waznym w zrozumieniu podtoza wokalizacji ultradzwiekowej wydaje sie badanie parametréw
autonomicznych. Pozwoli to na zwiekszenie zdolnosci do rozrdzniania komponenty motywacyjnej od
wzbudzeniowej aktywnosci seksualnej, oraz pogtebienia dyskryminatywnosci emocjonalnej
komponenty obiektywnej i subiektywnej. Modele teledetekcji wydaja sie by¢ tutaj wtasciwym

narzedziem (Olszynski i wsp., 2020,2021).

Szereg waznych informacji dostarczyé moze badanie aktywnosci ciata migdatowatego i
odseparowania szlakéw waznych w regulacji zachowan apetytywnych i awersyjnych (Knapska i wsp.,
2006), w tym réwniez obszardow ciata migdatowatego krytycznych dla wzbudzenia seksualnego.
Pomocne moze by¢ wykorzystanie opisanej wokalizacji 22PE. Widzimy, ze w przeciwienstwie do
opisywanych wokalizacji 22-kHz w trakcie reakcji awersyjnych, wspoétwystepuje ona z silnie
nagradzajgcym stanem ejakulacji, odzwierciedlajgc stan relaksacji i towarzyszacej jemu
warunkowaniu preferencji miejsca (Biaty i wsp., 2016). Badania MRI u ludzi wskazujg na wyrazne
zmniejszenie przeptywu krwi przez ciato migdatowate po ejakulacji (Holstege i wsp., 2003). Mozna
zatozyé, ze wytaczenie, zmniejszenie aktywnosci ciata migdatowatego po silnym wzbudzeniu moze
indukowac wystgpienie takiej wokalizacji. Tak wiec, ze wokalizacja ta najprawdopodobniej
odzwierciedla zmiany aktywnosci osrodkéw, z w tym aktywnoscig ciata migdatowatego. W strukturze
tej na skutek warunkowania klasycznego, dochodzi do przygotowania organizmu na zmieniajacg sie
sytuacje. Jest to zgodne z wiedzg dotyczaca tej struktury i jej powigzania z hipokampem w procesach
powstawania sladéw pamieciowych wzmacnianych komponentg emocjonalng. Ten typ asocjacji w
obrebie przysrodkowej czesci ciata migdatowatego opisywany jest rowniez na innych modelach
(Yamanaka i Waki, 2022). Jezeli wiec udatoby sie wykazaé zaleznos¢ pomiedzy aktywnoscia ciata
migdatowatego, jego poszczegdlnych jader z parametrem 22PE otrzymamy niezwykle cenne
narzedzie przedkliniczne. W praktyce parametr ten wigzatby odpowiedz emocjonalng z przebudowa
centralnych osrodkéw autonomicznych dajgc powtarzalny model dla badan przedklinicznych nad
osrodkowa regulacja ci$nieniowo-krazeniowej w warunkach niskiej inwazyjnosci, w tym by¢ moze
rowniez w odpowiedzi dtugoterminowej. Niezaleznie jednak od hipotetycznych rozwigzan, w tym
momencie pojawiajaca sie wokalizacja 22PE stanowi niezwykle interesujace podtoze do badan nad
procesami warunkowania, analogicznie do emisji 50-kHz w przypadku reakcji motywacyjnych w

modelach oczekiwania nagrody i potencjalnie reakcji instrumentalnej (Johnson i wsp., 2022).

Do innych istotnych ograniczen nalezg réznice w parametrach wokalizacyjnych i seksualnych
na poziomie osobniczym (prezentowym w artykule 2) oraz szczepowym (Biaty i wsp., 2014;
Engelhardt i wsp., 2018; Caruso i wsp., 2022). Problem ten dotyczy jednak w tym samym stopniu
wszystkich modeli zwierzecych, znajdujac rozwigzanie w doswiadczeniach ze zréznicowanymi

szczepowo grupami. Dodatkowym problemem sg swoiste gatunkowo réznice w reakcjach
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seksualnych szczuréw i ludzi oraz innych gatunkéw modelowych (Le Moéne i Agmo, 2019).
Niezaleznie jednak od rdézni¢, przyjete zatozenie o koniecznosci szukania organizméw modelowych
spetniajgcych cechy homologii jest podstawowg rozwazan przedklinicznych. Za jego stusznoscia
przemawia obserwowany gwattowny rozwéj medycyny. W tym kontekscie rozwijanie behawioru
seksualnego o parametr USV w badaniach biomedycznych wydaje sie w petni uzasadnione, a
filogenetyczna ,,dojrzatosé¢” odruchéw seksualnych i wokalizacyjnych kregowcéw dodatkowo umacnia

to zatozenie (Olivier i wsp. 2022).

Idea prowadzenia badan nad behawiorem seksualnym szczuréw i innych gryzoni jest wieksza
niz tylko chec zgtebienia fascynujgcych poniekad zaleznosci neurofizjologicznych regulujacych te
procesy. Istotnos¢ sfery seksualnej ludzi, oddziatywujgcej na wszystkie inne elementy ludzkiej
aktywnosci, z punktu widzenia badan psychologicznych i socjologicznych jest niepodwazalna. Wcigz
jednak zbyt maty nacisk ktadziony jest na zrozumienie dziatu seksuologii klinicznej, zaréwno z punktu
widzenia lekarza psychiatry jak i specjalistéw wszystkich innych gatezi medycyny. Znikoma ilos¢ zajeé
(lub ich catkowity brak) w trakcie studiéw medycznych, a nastepnie ksztatcenia podyplomowego,
ttumaczaca ztozonos¢ zagadnien zwigzanych z seksem jest tego najlepszym przyktadem. Pomimo tej,
byé moze uwarunkowanej kulturowo pomijalnosci akademickiej, problemy sfery seksualnej
pacjentéw dotyczg. Najlepszym tego przyktadem wydajg sie byé leki oddziatywujace na uktad
serotoninergiczny (TLPD, SSRI), ktére leczac zaburzenia afektywne jednobiegunowe, czy zaburzenia
lekowe niejednokrotnie drastycznie redukujg aktywnos$é seksualng pacjentéw. W kontekscie
psychologicznym nasila to negatywne zmiany emocjonalne prowadzac do koniecznosci eskalacji
dawki, zamykajgc tym samym krag objawy-lek-skutki-uboczne-objawy. Chociazby z tego powodu
warto szukac innych lepszych rozwigzan pracujgc na modelach przedklinicznych wykorzystujgcych

behawior seksualny.
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Opinia Komisji Etycznej

UCHWALA NR 520/2018
z dnia 13 lutego 2018 r.

| Lokalnej Komisji Etycznej do spraw doswiadczen na zwierzetach w Warszawie

§1

Na podstawie art. 48 pkt. 1 ustawy z dnia 15 stycznia 2015r. o ochronie zwierzat wykorzystywanych
do celéow naukowych lub edukacyjnych (Dz. U. poz. 266) zwanej dalej ,ustawg” po rozpatrzeniu
wniosku pt. Badanie roli receptoréw 5-HT1A i 5-HT7 w powstawaniu warunkowania do miejsca
(CPP) skorelowanego z poejakulacyjng wokalizacja ultradiwiekowg w pas$mie 22-kHz z dnia
15.01.2018 r. ztozonego przez Warszawski Uniwersytet Medyczny, | Wydziat Lekarski ul. Zwirki i
Wigury 61,02-091 Warszawa zaplanowanego przez dr Michata Biatego lokalna komisja etyczna

WYRAZA ZGODE
Na przeprowadzenie do$wiadczen na zwierzetach w zakresie wniosku.

§2
W wyniku rozpatrzenia wniosku o ktéorym mowa w §, Lokalna Komisja Etyczna ustalita, ze:

1. Whniosek nalezy przypisa¢ do kategorii: DOSWIADCZENIA NA ZWIERZETACH (A)
2. Najwyzszy stopien dotkliwosci proponowanych procedur to: UMIARKOWANY
3. Doswiadczenia beda przeprowadzane na gatunkach lub grupach gatunkéw:
Szczury szczepu LE  Samce w wieku 5-10 miesigcy 60 os.

Szczury szczepu LE  Samice w wieku 5-10 miesigcy 20 os.
Doswiadczenia bedg przeprowadzane przez: Michat Biaty, Wiktor Bogacki-Rychlik
Doswiadczenie bedzie przeprowadzane w terminie! 13.02.2018 -13.02.2019 r.
Doswiadczenie bedzie przeprowadzone w o$rodku

Doswiadczenie bedzie przeprowadzone poza osrodkiem w:

Uzyte do procedur zwierzeta dzikie zostang odfowione przez

Doswiadczenie nie zostanie poddane ocenie retrospektywnej

O N oy b

* Nie dtuzej niz 5 lat
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§3

Uzasadnienie:

Kategoria dotkliwoéci procedury, uzasadnienie jej przeprowadzenia oraz liczebno$¢ grup doswiadczalnych
zostaly okreélone prawidtowo. Cztonkowie Komisji nie zgtosili zastrzezeri do procedury oraz czynnosci
doéwiadczalnych opisanych w przedtozonym wniosku i uznali, ze realizacja tego projektu badawczego jest

dopuszczalna.

Niniejsza uchwata wchodzi w zycie z dniem wydania i jest wazna do 13.02.2019 r.
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§4

Integralng czes$é niniejszej uchwaty stanowi kopia wniosku, o ktérym mowa w § 1

(Piecze¢ lokalnej komisji etycznej) Podpisy przewodniczgcego komisji

Pouczenie:

Zgodnie z art. 33 ust. 3 i art. 40 ustawy w zw. z art. 127 § 1 i 2 oraz 129 § 2 ustawy z dnia z dnia 14 czerwca 1960 r. Kodeks
postepowania administracyjnego (Dz. U. 2017, poz. 1257 - t.J.; dalej KPA) od uchwaly Lokalnej Komisji Etycznej strona moze wniesc,
za jej posrednictwem, odwotanie do Krajowej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczeri na Zwierzgtach w terminie 14 od dnia
doreczenia uchwaty.

Na podstawie art. 127a KPA w trakcie biegu terminu do wniesienia odwolania strona moze zrzec sie prawa do jego wniesienia, co
nalezy uczyni¢ wobec Lokalnej Komisji Etycznej, ktéra wydata uchwatg. Z dniem doreczenia Lokalnej Komisji Etycznej oéwiadczenia o
zrzeczeniu sig prawa do wniesienia odwotania przez ostatnig ze stron postgpowania, decyzja staje sig ostateczna i prawomocna.

Otrzymuje:
1) Uzytkownik,
2) Organizacja spoteczna dopuszczona do udziatu w postepowaniu (jesli dotyczy)
3) a/a

Uzytkownik kopie przekazuje:

e  Osoba planujgca doswiadczenie
e  Zesp6tds. dobrostanu
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UCHWALA NRJ£12015
z dnia 23 czerwea 2015r.

11 Lokalnej Komisji Etycznej ds. Do$wiadczein na Zwierzgtach w Warszawie, ul. Zwirki i Wigury 61,
02-091 Warszawa.
§1

Na podstawie art.30 ust 1 pktl ustawy z dnia 21 stycznia 2005r. o do$§wiadczeniach na zwierzgtach (Dz.U.Nr 33,
poz. 289) i §14 ust 3 rozporzadzenia Ministra Nauki i Informatyzacji z dnia 29 lipca 2005r. w sprawie Krajowej
Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach oraz lokalnych komisji etycznych do spraw
dos$wiadcezen na zwierzetach (Dz. U. Nr 153, poz. 1275), po rozpatrzeniu wniosku pt.
»Rola receptora dopaminowego D1 w patogenezie depresji u samcéow szczurow™.

z dnia 18. 05. 04. 2015r. zloZzonego

przez: Dr Michala BIALEGO
z Zakladu Fizjologii Doswiadczalnej i Klinicznej
I WL, WUM

ul. Banacha 1B, 02-097 Warszawa

WYRAZA ZGODE
~ ODMAWIA-WYRAZENIA-ZGOBY—

na przeprowadzenie do§wiadczen na zwierzgtach w zakresie wniosku.
§2
W wyniku rozpatrzenia wniosku, o ktorym mowa w §1. II Lokalna Komisja Etyczna ds. Do$wiadczen na
Zwierzgtach ustalila, ze:

1.Wniosek nalezy zaliczy¢ do kategorii:
Badania naukowe na zwierzetach

Dofaiad :
i3 Ml § v

I:"-' ja-na-th 1 ' lach-od i h
S o T

3.Doswiadczenia beda przeprowadzone na zwierzetach :(gatunek, liczba zwierzat)
Gatunek (liczba zwierzat) :

SZCTONY ioioen oS RO e Gaestouatnens

4.Doswiadczenia beda przeprowadzone przez : (nazwisko i imig, nazwa jednostki
doswiadczalnej)
Imig¢ i nazwisko wnioskodawcey: Dr Michal BIALY
Nazwa jednostki doswiadczalnej:  Zaklad Fizjologii Do$wiadczalnej i Klinicznej | WL WUM
ul. Banacha 1B, 02-097 Warszawa

§3
Integralng czgscig niniejszej uchwaly stanowi uzasadnienie i kopia wniosku, o ktérym mowa w §1.

MISJA ETYCZNA
srzetach

ie Medycznym
Warszawa
ax. 022 5720-169

Il LOKALNA KO
Ds. Doswiadic
przy Warsz

tel kt&%%‘:‘vg%mm

awskim

Przewodniczaca '} Komisji Etycznej

Dr hab-E

Strona niezadowolona z niniejszej uchwaly moze wnies¢ odwolanie do Krajowej Komisji Etycznej do Spraw. Doswiadczen na Zwierzgtach
w terminie 14 dni od dnia otrzymania uchwaly. Odwolanie sklada sie za pomoca lokalnych komisji etycznych do spraw doswiadczen na
zwierzgtach (Dz. U Nr 153 poz.1275)
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Maciej ONYSZKIEWICZ - Z-ca Przewodniczacego ™ by ,Jr—\)/ \
Dr Jacek GRONCZEWSKI - czlonek (HVZ— 6*0’""’“\—/(

Dr hab. Robert STROSZNAJDER - czlonek

Dr Julita EL-JAI - czlonek

Dr Artur DZWONEK - czlonek

Dr Beata GRZEGRZOLKA -czlonek

Prof. dr hab. Mirostaw SZUTOWSKI - czlonek

Dr Janina DROZD - czlonek
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UZASADNIENIE UCHWALY NR 5%¢
z dnia 23 czerwca 2015r.

IT Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierz¢tach
w Warszawie, ul. Zwirki i Wigury 61, 02-091 Warszawa.

Po rozpatrzeniu wniosku pt.

,Rola receptora dopaminowego D1 w patogenezie depresji u samcow
szczurow”.

z dnia 18. 05. 04. 2015r. zlozonego

przez: Dr Michata BIALEGO

Z: Zakladu Fizjologii Doswiadczalnej i Klinicznej
I WL, WUM
ul. Banacha 1B, 02-097 Warszawa

W zwiazku z uwzglednieniem w calosci postulatéw zawartych
we wniosku nr 55/2015, na podstawie art. 107 par. 4 ustawy z dnia 14 czerwca
1960r. - Kodeks postgpowania administracyjnego - z pozniejszymi zmianami
(U. Dz. z 2000 r. Nr 98, poz. 1071) odstapiono od sporzadzania uzasadnienia.
Niniejsza uchwata wchodzi w zycie z dniem wydania i jest wazna
36 miesigey.

Przewodniczgca

II Lokalngj isji Etycznej
Drh U <

Piecze¢c 11 LKE
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Oswiadczenia wszystkich wspéfautoréow publikacj

(miejscowos¢, data)

dr hab. n. med. Tymoteusz Zera

(imig i nazwisko)

o$wiadczam, iz moéj wilasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i

opracowanie badaf oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)
obejmowat on.......... Ppisanie manuskryptu, analizg literatury, przygotowanie. tabeli

(merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednoczes$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg§¢ rozprawy doktorskiej

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis oswiadczajacego)

*w szczegblnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikow
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L) Grs7ars 10622

(miejscowosc¢, data)

prof. dr hab.

med. Jacek Przybylski

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspélautor pracy pt. Bialy, M., Bogacki-Rychlik, W., Przybylski, ], & Zera, T. (2019).

The sexual motivation of male rats as a tool in animal models of human health disorders. Frontiers in

o$wiadczam, iz moj wiasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i

opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

MOoj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako.. 10 o
Wktad lek med. Wiktora Bogckiego-Rychlik  , 1w stawanie publikacji okreslam jako..49.... %,

(merytoryczny opis wkladu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednocze$nie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako czg§¢ rozprawy doktorskiej

(imig i nazwisko kandydata do stopniz)

podpis oéwiadczajacego)

*w szczegolnosci udziatu w przygotowaniu koncepceji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikéw
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A0 006 2002

(miejscowos¢, data)

dr hab. n. med. Michat Biaty

(imig i nazwisko)

o$wiadczam, iz mdj wilasny wkiad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i

opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

Méj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okre§lam jako.40.... %.
Wkiad lek:med Wiktora Bogackiego-Rychlik v owstawanie publikaci okre§lam jako..40.... %,
(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on:..pisanie manuskrypty, analize literatury, przygotowanie tabeli.......... ...,

(merytoryczny opis witadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

Jednocze$nie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis oéwiadczajacego)

*w szczegllnosci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikow
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(miejscowosé, data)

inz. Mateusz Rolf

(imig i nazwisko)

o$wiadczam, iz mdj wiasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i

opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

Moj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako. 15 %,
Whkiad lek. med. Wiktora Bogackiego-Rychlik_w powstawanie publikacji okreslam jako..2>... %,
(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowat on:.. kencepcie badawcza. przeprowadzenie eksperymentow,. analize danych..........
vvvereennn. PYZYBOtOWanie manuskryptu, pisanie artykutu, redagowanie wersji ostatecznej

{merytoryczny opis wkiadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*
Jednoczes$nie wyrazam zgod¢ na wykorzystanie w/w pracy jako czg§¢ rozprawy doktorskiej

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

JQDZ{/L/Q%é’M& ................

(podpis o$wiadczajacego)

*w szczegblnodei udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikow
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(migjscowos¢, data)

dr hab. n. med. Michat Bialy

DL P T P P PP PE PP T FEEP TP PEPPETR

(imi¢ i nazwisko)

OSWIADCZENIE

o$wiadczam, iz méj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

MGoj udzial procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako 30...%
Wkiad lek. med. Wiktora Bogackiego-Rychlik. . w powstawanie publikacji okreslam jako.33.... %,

(merytoryczny opis wktadu kandydata do stopnia w powstanic publikacji)*

Jednoczes$nie wyrazam zgodg na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej

(imig 1 nazwisko kandydata do stopnia)

(podpis o$wiadczajacego)

*w szczegOlnosei udziatu w przygotowaniu koncepceji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikow
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W t0a RO.06.27.

(miejscowos¢, data)

mgr Anna Wrona

(imig i nazwisko)

Jako wsp(’){autor pracy pt A Bogacki-Rych]ik, W., Wrona, A.,' & Blaly, M. (2022).

A Protocol for the Non-invasive Method of Ultrasound Separation During the

o$wiadczam, iz moj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

Moj udziat procentowy w przygotowaniu publikacji okreslam jako.10.... %
Wkiad lek. med. Wiktora Bogackiego-Rychlik v powstawanie publikacji okre$lam jako. €0.... %,

(merytoryczny opis wktadu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*

redagowanie wersji ostatecznej .

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej
lek/mgr.lek.. med. Wiktora Bagackiego-Rychlik

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

WAL veonnes..

(podpis o$wiadczajacego)

*w szczegdlnoscei udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikow
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(miejscowosé, data)

(imig i nazwisko)

OSWIADCZENIE

Jako wspélautor pracy pt. ..A.Bogacki-R
A Protocol for the Non-invasive Method o

o$wiadczam, iz modj wilasny wkilad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji stanowi:

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

obejmowal on:koncepcjs badawcza, przeprowadzenie. eksperymentu, analize.danych, pisanie..

(merytoryezny opis wkladu kandydata do stopnia w powstanie publikacji)*
Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie w/w pracy jako czg$¢ rozprawy doktorskiej

lek/mgr. lek.. med. Wiktora Bagackiego-Rychlik

(imig i nazwisko kandydata do stopnia)

Wl R, (W

(podpis o$wiadczajgcego)

*w szczegdlnoéci udziatu w przygotowaniu koncepcji, metodyki, wykonaniu badan, interpretacji wynikow
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