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Streszczenie

Szczury sa zwierzgtami spotecznymi, ktore wyksztatcity form¢ migdzyosobniczej komunikacji
w postaci wokalizacji ultradzwigkowych (ang. ultrasonic vocalizations, USV). USV dzieli si¢
na dwa gtéwne typy — USV pasma 50 kHz (USV 50-kHz), ktore pojawiaja si¢ w sytuacjach
apetytywnych (,,przyjemnych”), takich jak nieagresywna interakcja pomigdzy szczurami lub
otrzymywanie nagrody oraz USV pasma 22 kHz (USV 22-kHz), ktore sa powigzane
z sytuacjami awersyjnymi (,,nieprzyjemnymi”), na przyktad poczuciem zagrozenia. USV
przekazuja informacj¢ o stanie emocjonalnym emitujacego je zwierzecia oraz wptywaja na

zachowanie innych osobnikow.

Celem rozprawy bylo okreslenie wptywu dwoch wybranych czynnikéw na odpowiedz
behawioralng szczuréw na odtwarzanie USV 50-kHz i 22-kHz z glosnika (z playbacku).
Pierwszym badanym czynnikiem byly cechy wrodzone szczuréw, badane za pomoca
poréwnania szczurow stada Wistar i szczepu szczurow spontanicznie nadcisnieniowych (ang.
spontaneously hypertensive rats, SHR). Natomiast drugim analizowanym czynnikiem byty
dos$wiadczenia nabyte w postaci otrzymanych bolowych bodzcéw elektrycznych w ramach
procedury warunkowania strachu (ang. fear conditioning, FC). Zachowanie szczuréw
W odpowiedzi na playback badano z wykorzystaniem schematu dos$wiadczalnego,

opracowanego wczesniej w Pracowni Behawioralno-Metabolicznej IMDiK PAN.

Od niedawna szczep SHR uwaza si¢ za zwierzecy model schizofrenii. U osob z ta choroba
wystepuja objawy takie jak: urojenia, wycofanie spoteczne, zubozona mowa, redukcja afektu,
brak spojnosci mysli oraz nieprawidlowa ocena istotnosci bodzcoéw. Uznano, 1z obecnos¢
odpowiednikéw tych nieprawidtowosci bedzie widoczna w zachowaniu SHR. Wobec tego,
sformutowano hipoteze¢ twierdzaca, ze SHR beda rdznity si¢ od szczuréw Wistar pod wzgledem
odpowiedzi na playback USV. Podczas gdy wilasciwosci USV szczurow Wistar i ich
zachowanie w odpowiedzi na playback USV zostaly juz opisane w literaturze, niewiele

wiadomo byto na temat USV emitowanych przez SHR.

Zatozono rowniez, ze uprzednie doswiadczenie bodzcow bolowych podczas FC spowoduje
odmienng odpowiedz behawioralng szczuréw na playback USV. Wiadomo, ze otrzymanie
roéznej liczby bodzcoéw boélowych prowadzi do powstania jako§ciowo zroznicowanej pamigci
strachu u szczuréw. Bodzce te s3 takze wykorzystywane w tworzeniu i badaniu réznych

zwierzecych modeli zaburzen Igkowych 1 dos§wiadczenia urazu psychicznego (traumy). Dlatego
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tez, podczas zastosowanego protokotu treningu FC zwierzeta otrzymaty 1, 6 lub 10 szokow

elektrycznych (1 mA, 15s).

Analiza wynikéw pokazala, ze zarowno szczury stada Wistar, jak 1 szczepu SHR zamieraty
wiecej wraz z wzrostem liczby otrzymanych bodzcow bolowych; jednocze$nie SHR,
w poréwnaniu ze szczurami Wistar:
- zamieraly w wigkszym stopniu zarowno przed warunkowaniem, jak i w tescie FC;
- nie wykazywaly wyraznego wzrostu zamierania w teScie FC po dodaniu bodzca
wyodrgbnionego;

- rzadziej emitowaly dtugie USV 22-kHz w czasie treningu i testu FC.

Dzien po treningu FC odtwarzano szczurom USV 50- i 22-kHz. Szczury Wistar, ktore
otrzymaly 6 1 10 bodzcéw bolowych, wykazywaly w porownaniu ze szczurami
niewarunkowanymi wyzsza aktywnos$¢ lokomotoryczng i emitowaty wigcej USV po playbacku
USV 50-kHz. W odpowiedzi na playback USV 22-kHz u zwierzat z tych grup obserwowano
wieksza liczbe USV i silniejsze ograniczenie aktywnosci lokomotorycznej po jego zakonczeniu
niz u szczuro6w kontrolnych. Z kolei SHR w poréwnaniu ze szczurami Wistar:

- emitowaly znacznie mniej USV (w tym USV 50-kHz) w odpowiedzi na playback;

- emitowaly liczne krétkie USV 22-kHz;

- emitowaty USV 50-kHz o nizszej czestotliwosci,

- wykazywaly wyzsza aktywno$¢ lokomotoryczng w czasie catej sesji doswiadczalnej;

- nie wykazaly efektu wzrostu aktywnosci lokomotorycznej w czasie odtwarzania USV

50-kHz.

W dyskusji uzyskanych wynikéw podkreslono, ze niektore zachowania szczuréw Wistar,
ktorym podano 6-10 bodzcow bolowych, przypominaly objawy pacjentéw z doznanym urazem
psychicznym. Natomiast odpowiedZ behawioralng tych zwierzat na playback USV
zinterpretowano jako odpowiednik nadwrazliwosci na bodzce, ktora pojawia si¢
W zaburzeniach zwigzanych z traumg. Zaproponowano takze alternatywne wyjasnienie,

ze zachowanie szczurow odzwierciedlato zjawisko prawidlowego przezwycig¢zania traumy.

Natomiast zachowania SHR przypominaly niektére objawy schizofrenii u ludzi. Podczas FC
szczury te przejawialy wysoki poziom lekliwosci oraz deficyty kognitywne — dotyczace
powigzania bodzca wyodrebnionego z szokiem elektrycznym. Z kolei niska liczba USV
emitowanych przez SHR przypuszczalnie odzwierciedlata wycofanie spoteczne, deficyty

W wyrazaniu emocji, mowe¢ zubozona, brak afektu lub zaburzenia oceny istotnosci
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docierajacych bodzcow. Opisanie wymienionych zachowan u SHR potwierdzito przydatnos¢

stosowania tego szczepu jako modelu schizofrenii.

Poniewaz SHR wokalizowaty mniej licznie niz szczury Wistar w odpowiedzi na playback,
postanowiono w kolejnym kroku zbada¢, czy podanie leku o dziataniu przeciwpsychotycznym
stosowanego w leczeniu schizofrenii — haloperidolu — spowoduje wzrost liczby emitowanych
USV. SHR otrzymywaty haloperidol w dawce 1 lub 2 mg/kg/d w wodzie do picia przez 23 dni.
W ramach reakcji na playback szczury przyjmujace haloperidol wokalizowaly wigcej niz
zwierzeta nieprzyjmujgce haloperidolu, co byto efektem wokalizowania w odpowiedzi na
odtwarzanie USV 50-kHz, ale nie w odpowiedzi na odtwarzanie USV 22-kHz, ani tez
w okresach ciszy (braku sygnatu z glosnika). Z kolei w teécie otwartego pola osobniki
przyjmujace haloperidol wykazywaty nizsza aktywnos$¢ lokomotoryczng, emitowaly mnie;j
krétkich USV 22-kHz i wykonywaty mniej stojek, co sugeruje nizszy poziom leku u tych
zwierzat. Wyniki te pozwalajg przypuszczaé, ze W przysztosci playback USV znajdzie
zastosowanie w  badaniu skuteczno$ci dzialania nowych lekow o dziataniu

przeciwpsychotycznym.
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Abstract

Rats are social animals that have developed a form of inter-individual communication through
ultrasonic vocalizations (USV). USV are divided into two main types — 50-kHz USV, which
occur in appetitive (“pleasant™) situations, such as non-aggressive interaction between rats or
receiving a reward, and 22-kHz USV, which are associated with aversive ("unpleasant”)
situations, such as a sense of threat. USV convey information about the emotional state of the

emitting animal and influence the behavior of other individuals.

The aim of the dissertation was to determine the effect of two selected factors on the rats’
behavioral response to the playback of 50-kHz and 22-kHz USV. The first factor was the innate
characteristics of the rats, examined by comparing Wistar rats with spontaneously hypertensive
rats (SHR). The second factor was acquired experiences, in the form of painful electric shocks
received during fear conditioning (FC) procedure. The behavior of the rats in response to
playback was studied using an experimental setup developed earlier at the Behavior and
Metabolism Research Laboratory of the Mossakowski Medical Research Institute.

Recently, the SHR strain has been considered an animal model of schizophrenia. People with
this disorder show symptoms such as delusions, social withdrawal, impoverished speech,
reduced affect, disorganized thinking, and aberrant salience. It was assumed that SHR would
exhibit behaviors that were equivalents of those symptoms. Therefore, a hypothesis was
formulated that SHR would differ from Wistar rats in their response to USV playback. While
the properties of Wistar rats’ USV and their behavior in response to USV playback have been
well-described in literature, little was known about the USV emitted by SHR.

It was also hypothesized that prior experience of painful stimuli during FC would result in
a different behavioral response to USV playback. It is known that exposure to varying numbers
of painful stimuli leads to qualitatively different fear memories in rats. These stimuli are also
used to create and study various animal models of anxiety disorders and post-traumatic stress
disorder (PTSD). Therefore, during the FC training protocol, animals received 1, 6, or 10

electric shocks (1 mA, 15s).

The results showed that both Wistar rats and SHR froze more as the number of painful stimuli
increased; however, compared to Wistar rats, SHR:
- exhibited greater freezing both before conditioning and in the FC test;

- did not show a significant increase in freezing in FC test when a discrete cue was added;
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- emitted fewer long 22-kHz USV during FC training and testing.

The day after FC training, rats were exposed to playback of 50-kHz and 22-kHz USV. Wistar
rats that received 6 and 10 painful stimuli showed greater locomotor activity and emitted more
USV after 50-kHz USV playback than unconditioned rats. In response to 22-kHz USV
playback, these animals emitted more USV and showed stronger reductions in locomotor
activity than control rats. On the other hand, SHR, compared to Wistar rats:

- emitted significantly fewer USV (including 50-kHz USV) in response to playback;

- emitted numerous short 22-kHz USV;

- emitted 50-kHz USV of lower-frequency;

- showed greater locomotor activity throughout the experimental session;

- did not exhibit increased locomotor activity during 50-kHz USV playback.

Within the discussion of the results, it was highlighted that some behaviors of Wistar rats that
received 6-10 painful stimuli resembled symptoms of patients with PTSD. The behavioral
response of these animals to USV playback was interpreted as an equivalent of hypervigilance
observed in trauma-related disorders. An alternative explanation was also proposed, suggesting

that the behavior reflected an appropriate coping response to trauma.

Meanwhile, SHR behavior resembled certain symptoms of schizophrenia in humans. During
FC, these rats displayed high levels of anxiety and cognitive deficits — specifically, relating to
the association between a discrete cue and an electric shock. The low number of USV emitted
by SHR likely reflected social withdrawal, deficits in emotional expression, impoverished
speech, flat affect, or aberrant salience. The description of these behaviors in SHR confirmed

the usefulness of this strain as a model of schizophrenia.

Since SHR vocalized less in response to playback compared to Wistar rats, it was then decided
to investigate whether administering an antipsychotic drug commonly used to treat
schizophrenia — haloperidol — would increase the number of emitted USV. SHR received
haloperidol at doses of 1 or 2 mg/kg/day in drinking water for 23 days. As a result of the
treatment, rats vocalized more in response to 50-kHz USV playback but not in response to
22-kHz USV playback or during silent periods (with no signal from the speaker). In the open
field test, haloperidol-treated animals were less active, emitted fewer short 22-kHz USV, and
performed fewer rearing behaviors, suggesting a lower level of anxiety. These findings suggest
that USV playback may find application in assessing the effectiveness of novel antipsychotic

drugs in future studies.
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Innowacyjnos¢ rozprawy

1. Wykazano, ze szczury, ktorym podczas treningu FC podano wiele bodzcow bolowych
(6 Iub 10), podczas podzniejszego odtwarzania USV innych szczurow wykazywaty si¢
wyzszg aktywnos$cig lokomotoryczng i1 czesciej emitowaty USV. Przypominato to
nadwrazliwo$¢ na bodzce, obecng w zespole stresu pourazowego i ostrym zaburzeniu
stresowym, a takze uruchomienie socjalnych mechanizméw kompensacyjnych,
tagodzacych awersyjne $lady pamigciowe po treningu FC. By¢ moze zastosowany
schemat warunkowania, a nastgpnie testowania odpowiedzi na odtwarzane USV okaze
si¢ uzyteczny do badan nad zjawiskiem przezwyci¢zania urazu psychicznego.

2. Opisano emisje USV przez SHR podczas treningu FC, testu FC oraz podczas
odpowiedzi na playback sygnatow dzwigkowych z glosnika. SHR, w poréwnaniu ze
szczurami Wistar, emitowaty mniej liczne USV, zar6wno awersyjne, jak i apetytywne.

3. Wskazano kolejne zachowania szczurow SHR, ktore moga stanowi¢ odpowiedniki
objawdw schizofrenii u ludzi. Emisja nielicznych USV w trakcie FC i w odpowiedzi na
playback przypomina ubytki w mowie, komunikacji spotecznej oraz ocenie istotnosci
bodzcoéw pojawiajace si¢ w schizofrenii. Emisj¢ wyzszej liczby krotkich USV 22-kHz
niz szczury Wistar przed podaniem bodzcOw zarowno podczas FC, jaki i playbacku
uznano za odpowiednik solilokwii (mowienia do siebie). Obserwacje behawioru
wokalizacyjnego SHR potwierdzaja uzytecznos¢ stosowania tego szczepu jako modelu
schizofrenii.

4. Opisano wptyw leku o dziataniu przeciwpsychotycznym (haloperidolu) na zachowanie
SHR w odpowiedzi na odtwarzanie USV z glosnika. Stwierdzono, ze SHR otrzymujace
haloperidol emitujg wigcej USV niz SHR nieprzyjmujace leku — specyficznie w ramach
odpowiedzi na odtwarzanie apetytywnych USV 50-kHz. Obserwacja ta wskazuje
mozliwo$¢ stosowania odpowiedzi na USV odtwarzane z glo$nika jako nowej metody
badawczej w poszukiwaniu nowych terapii schizofrenii oraz innych chordb/zaburzen,

objawiajacych si¢ ubytkami w komunikacji spoteczne;.

16



Wstep

1. Wstep

Szczury (Rattus norvegicus) sa jednymi z najcze$ciej wykorzystywanych zwierzat
W doswiadczeniach neuronaukowych. Poniewaz przejawiaja liczne zachowania spoteczne, sg
czestym modelem badan chorob cziowieka, w ktorych wystepuja zaburzenia kontaktow
migdzyludzkich, afektu i komunikacji (Ellenbroek i Youn, 2016). Popularng metoda oceny
emocji 1 zachowan spotecznych szczurdéw jest analiza ich wokalizacji ultradzwickowych (ang.
ultrasonic vocalizations, USV; Schwarting, 2023). Szczurze USV i ich zastosowanie w badaniu

zachowania tych zwierzat zostato opisane ponizej w pierwszej kolejnosci.

W ramach niniejszej rozprawy badano odpowiedz behawioralng szczuréw na USV odtwarzane
z glosnika. Postawiono hipotezg, ze odpowiedz ta bedzie odmienna, jesli badane zwierzgta
zostang wczesniej poddane warunkowaniu strachu (ang. fear conditioning, FC), a takze ze
bedzie ona inna u szczurdw spontanicznie rozwijajacych nadci$nienie (ang. spontaneously
hypertensive rat, SHR), ktore sg zwierzgcym modelem schizofrenii. W dalszej czgsci

ponizszego wstepu zostaty wiec przedstawione: procedura FC, szczep SHR 1 schizoftrenia.

1.1. USV szczuréw

Szczury wyksztatcity migdzyosobnicza komunikacj¢ m.in. za pomoca USV, tzn.
wystepujacych powyzej zakresu styszalnos$ci czlowieka (Brudzynski, 2009). Dzwieki te
przypominajg gwizdy i sg wytwarzane za pomocg krtani (Riede, 2013; Kelm-Nelson i wsp.,
2018; Hakansson i wsp., 2022). Komunikacja za pomocg USV jest szczegdlnym
przystosowaniem stuzacym koordynacji zachowan stadnych szczuréw wewnatrz nor, gdzie
w warunkach naturalnych spedzaja wigkszo$¢ czasu (Brudzynski 1 Fletcher, 2010).
Wspolczesnie USV rejestruje si¢ za pomoca specjalistycznych mikrofonoéw, a nastepnie
przedstawia w formie wizualnej zwanej spektrogramem, na podstawie ktdrego analizuje si¢ ich
wiasciwosci akustyczne, takie jak dtugos¢, czestotliwosé czy stopien modulacji (MacDonald
i Brudzynski, 2018). USV emitowane przez doroste szczury przyjeto dzieli¢ si¢ na dwa gtowne
typy, w zaleznosci od pasma czestotliwosci, w jakim si¢ pojawiajg: USV pasma 50 kHz (USV
50-kHz) i USV pasma 22 kHz (USV 22-kHz; Portfors, 2007; Brudzynski, 2013a).

USV obu typéw sg odmienne nie tylko w swoich wlasciwos$ciach, ale takze ze wzgledu na
obszary mozgu biorace udzial w ich powstawaniu 1 odbiorze (Burgdorf i wsp., 2001; Wintink
i Brudzynski, 2001; Allen i wsp., 2007; Dupin i wsp., 2019) oraz tadunek emocjonalny, jaki
niosg. USV 50-kHz towarzysza sytuacjom apetytywnym (,,przyjemnym”), a USV 22-kHz —
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awersyjnym (,,nieprzyjemnym”). Co wigcej, USV przenosza pobudzenie emocjonalne

Z jednego osobnika na drugiego, co nazwano etotransmisja (Brudzynski, 2013).
1.1.1. Charakterystyka USV 50-kHz

Przyjmuje si¢, ze USV 50-kHz wystepuja w zakresie czestotliwosci 35-80 kHz 1 majg dtugosé
w przedziale 10-150 ms (Brudzynski, 2013). W obrazie spektrograficznym USV 50-kHz
cechujg sie zréznicowanym przebiegiem spowodowanym zmianami czestotliwo$ci w obrebie
jednej USV. Poniewaz poszczegdlnym grupom (zwanym dalej klasami) USV 50-kHz nie
przypisano jeszcze specyficznych funkcji biologicznych, nie istnieje ogodlnie przyjety system
klasyfikacji tych dzwiekoéw. W najprostszym podejsciu dzieli si¢ je na ptaskie/niemodulowane
(ang. flat) i modulowane (ang. modulated; Burgdorf i wsp., 2011), jednak niektore zespoly
wyrdzniajg 14 (Wright i wsp., 2010) a nawet 17 klas (Shimoju, 2022). Przyporzadkowanie do
okreslonej klasy opiera si¢ zazwyczaj na wizualnej ocenie ksztattu dzwigku na spektrogramie
(Wohr i wsp., 2008; Silkstone i Brudzynski, 2019b; Silkstone i Brudzynski, 2019a; Okabe
i wsp., 2021).

USV 50-kHz pojawiaja si¢ podczas zachowan spolecznych takich jak: zabawa z innym
osobnikiem (Kisko i wsp., 2017), taskotanie przez eksperymentatora (Panksepp i Burgdorf,
2000), kontakt z innym osobnikiem lub spodziewanie si¢ takiego kontaktu (Brudzynski i Pniak,
2002; Burke i wsp., 2021), czy tez zachowanie przedkopulacyjne (Bogacki-Rychlik i wsp.,
2021). USV tego typu emitowane sa rOwniez przez szczura intruza zanim zostanie zaatakowany
przez rezydenta w walce terytorialnej (Thomas i wsp., 1983). USV 50-kHz sg obecne takze
W sytuacjach pozbawionych kontekstu spotecznego, takich jak: spodziewanie si¢ otrzymania
nagrody (Burgdorf i wsp., 2000; Brenes i Schwarting, 2015; Heyse i wsp., 2015) lub
otrzymywanie substancji psychoaktywnych (Simola i wsp., 2012; Pereira i wsp., 2014).
Postuluje si¢, ze USV 50-kHz sg odpowiednikiem ludzkiego $miechu (Panksepp i Burgdorf,
2000; Panksepp i Burgdorf, 2003; Panksepp, 2007).

Emisje USV 50-kHz powigzano z transmisja dopaminergiczng za posrednictwem receptorow
D1 i D2 (Willuhn i wsp., 2014; Wéhr i wsp., 2015), szczeg6lnie w takich obszarach mézgu jak:
jadro potlezace (Burgdorf 1 wsp., 2007; Brudzynski, 2015), przysrodkowa kora przedczolowa
(Costa 1 wsp., 2020) oraz grzbietowa czgs$¢ prazkowia (Costa 1 wsp., 2020). Wsrdd tych
obszaréw kluczowym wydaje si¢ by¢ jadro potlezace, ktore odpowiada nie tylko za emisje USV
50-kHz, ale takze za przetwarzanie tychze USV ustyszanych przez szczura (Sadananda i wsp.,

2008; Willuhn i wsp., 2014; Pultorak i wsp., 2016). Wymienione struktury sg réwniez
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elementami sktadowymi uktadu nagrody (Wise, 2002). Odtwarzanie z gtosnika USV 50-kHz
powoduje wyrzut dopaminy w prazkowiu (Willuhn i wsp., 2014), czynigc odbior sygnatow tego
typu wynagradzajacym dla szczura (Schultz, 2007; Salamone i Correa, 2012). Stwierdzono, ze
zwierzeta podchodzg do zrédla apetytywnych USV (Wohr i Schwarting, 2007; Inagaki
i Ushida, 2021). Natomiast w do$wiadczeniu z samopodawaniem roéznych dzwigkow
wykazano, ze szczury preferuja odtwarzanie USV 50-kHz zamiast playbacku innych sygnatow

(Burgdorf i wsp., 2008).
1.1.2. Charakterystyka USV 22-kHz

W odréznieniu od USV 50-kHz, opisanych powyzej, USV 22-kHz cechuje nizszy zakres
czestotliwosci (18-32 kHz), wigksza dtugos¢ i brak modulacji czestotliwosci (Brudzynski
i wsp., 1993). W efekcie podziat USV 22-kHz jest tez prostszy; wyroznia si¢ w nim dlugie
(>300 ms) i krotkie USV (<300 ms) (Brudzynski i wsp., 1993).

Dhugie USV 22-kHz obserwuje si¢ w sytuacjach awersyjnych, takich jak bezposrednie
doswiadczenie bodzcow negatywnych — np. nagtego podmuchu powietrza w pysk (Brudzynski
i Holland, 2005), szoku elektrycznego podczas treningu FC (Graham i wsp., 2009; Kim i wsp.,
2010) lub doznania porazki w walce z innym osobnikiem (Thomas i wsp., 1983; Burgdorf
I wsp., 2018), a takze w obecnos$ci bodzcow potencjalnie oznaczajacych zagrozenie, takich jak
glos$ne niespodziewane dzwigki (Kaltwasser, 1990), zapach drapieznika (Blanchard i wsp.,
1991; Fendt i wsp., 2018) lub powtdrna ekspozycja na kontekst, w ktérym podczas FC
wystapity bodzce boélowe (Graham i wsp., 2009; Kim 1 wsp., 2010).

Co wigcej, dtugie USV 22-kHz sg emitowane w sytuacjach ustania intensywnej przyjemnosci:
przez samce szczurdw po zakonczeniu ejakulacji w obecnos$ci samicy (Barfield 1 Geyer, 1975;
Sachs i Bialy, 2000), czy po odstawieniu substancji psychoaktywnych, takich jak opiaty
(Covington 111 i Miczek, 2003), kokaina (Miczek i Barros, 1996) czy diazepam (Miczek
i Vivian, 1993). Uwaza si¢, ze dlugie USV 22-kHz maja na celu informowanie innych
osobnikdw o zagrozeniu (Kim i wsp., 2010) i negatywnym stanie emocjonalnym szczura
(Brudzynski, 2021). Z kolei Bialy i wsp. (2016) postuluja, ze w konteks$cie kopulacji dlugie
USV 22-kHz maja funkcje roztadowania napigcia emocjonalnego i zniechgcenia innych
szczurow do zblizania si¢. Zaproponowano takze interpretowanie USV 22-kHz jako

odpowiednika ludzkiego ptaczu (Brudzynski, 2019).

Emisje dhlugich USV 22-kHz powigzano z aktywnoscia mezolimbicznego uktadu

cholinergicznego, ktory taczy boczno-grzbietowe jadro nakrywki z przednim obszarem
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podwzgorza, okolicg przedwzrokows oraz przegroda (Brudzynski, 2013). Po odtwarzaniu
dhugich USV 22-kHz szczurom stwierdzono zwigkszenie aktywnosci kory srodwechowej, ciata
migdalowatego 1 istoty szarej okotowodociggowej (Sadananda i wsp., 2008), a takze kory

stuchowej, hipokampa i wzgorkow dolnych (Ouda i wsp., 2016).

Krétkie USV 22-kHz sg stabiej poznane. Ich pojawianie si¢ wigze si¢ z awersyjnym stanem
wewnetrznym  zwierzecia, bez obecnoSci okre§lonego zZrodla zagrozenia w otoczeniu
(Brudzynski i wsp., 1993). Krétkie USV 22-kHz byly takze obserwowane w do§wiadczeniu,
w ktorym szczury mogly wiaczaé i wytaczac swiatto w klatce Skinnera za pomocg wsadzania
nosa w otwor. Sugeruje to, ze te USV zwigzane s3 rowniez z funkcjami eksploracyjnymi
I poszukiwaniem nowosci (Robakiewicz i wsp., 2019). Podczas doswiadczenia, kiedy szczury
byly uczone emisji USV 50-kHz jako reakcji instrumentalnej, zwierzg¢ta nieuczace si¢
emitowaty liczne krotkie USV 22-kHz (Wardak i wsp., 2024). Krétkie USV 22-kHz emitowaty
takze szczury otrzymujace kokaing (Barker i wsp., 2010).

Niedawno opisano USV, ktore dtugoscia, brakiem modulacji oraz kontekstem wystgpowania
(trening 1 test FC) przypominaja dtugie USV 22-kHz, jednakze ich czestotliwo$¢ wynosi
$rednio 43,8 kHz, co miesci si¢ w zakresie USV 50-kHz. USV te nazwano wokalizacjami
pasma 44 kHz (USV 44-kHz) i opisano w pracy, ktorej jestem réwnorzednym pierwszym
autorem (Olszynski i wsp., 2023b). USV 44-kHz obserwowano u szczurow, ktore doswiadczyty
procedury FC z wieloma bodzcami bolowymi (6 i 10 prob) w ramach do§wiadczen opisanych
w niniejszej rozprawie. Obecnos¢ USV 44-kHz u szczuréw poddawanych FC o podobnej
intensywnos$ci potwierdzit takze inny zespo6t badaczy (Gonzalez-Palomares i wsp., 2023).
Przypuszcza si¢, ze USV 44-kHz s3a wariantem dtugich awersyjnych USV zwigzanymi
z wysokim pobudzeniem emocjonalnym szczurow, pojawiajacym si¢ w efekcie dlugiego

I intensywnego stresu (Olszynski i wsp., 2023b).

1.2. USV jako narzedzie badawcze

USYV szczurow wzbudzity zainteresowanie badaczy w latach 70. XX wieku, kiedy stwierdzono,
ze zawierajg informacj¢ o stanie emocjonalnym zwierzgcia, przez co mogg stuzy¢ jako
liczbowy wskaznik tego stanu (Bell, 1974; Barfield i Geyer, 1975). Analiza USV emitowanych
przez szczury znalazta wiele zastosowan w badaniu zachowania tych zwierzat i zaburzen
obserwowanych w szczurzych modelach chordob cztowieka (Brudzynski, 2009; Brudzynski
i Fletcher, 2010; Wohr i Schwarting, 2010; Brudzynski, 2013; Premoli i wsp., 2023;
Schwarting, 2023).
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Spoteczny aspekt emisji USV przez szczury sugeruje, ze w ocenie zmian w komunikacji tych
zwierzat powinno rejestrowac si¢ USV grupy osobnikow wchodzacych ze sobg w interakcje.
Jednakze powaznym ograniczeniem w analizie nagran USV wielu szczuréw naraz jest trudnos¢
w przypisaniu kazdej z USV do okreslonego osobnika (Schwarting, 2023). Zaproponowano
rozne sposoby rozwigzania tego problemu, np. wczesniejszag dewokalizacje jednego ze
szczur6w przy nagrywaniu komunikacji w parach. Jednak zabieg ten w znaczacy sposob
ogranicza interakcje spoteczne (Kisko i wsp., 2015). Sposobami umozliwiajacymi precyzyjne
rozpoznanie osobnika emitujacego USV w danym momencie w trakcie bezposredniego
kontaktu z innymi szczurami jest implantacja elektrod mierzacych napigcie migsni krtani
zwierzecia (Riede, 2011; Matsumoto i wsp., 2016) lub trwate umocowanie miniaturowego
mikrofonu na glowie szczura (John i wsp., 2023). Od niedawna probuje si¢ wprowadzic¢
zaawansowane metody strumieniowania sygnatu (ang. beamforming) w wykrywaniu
wokalizujacych zwierzat, ale nie sg one jeszcze w petni opracowane (Matsumoto 1 wsp., 2022;
Sterling 1 wsp., 2023). Prostszym rozwigzaniem jest zastgpienie jednego osobnika w interakcji
kontrolowanym narzedziem. Przyktadem takiej metody, zastosowanej w niniejszej rozprawie,
jest odtwarzanie nagran ultradzwigkow z glosnika (playback), potaczone z rejestracja
odpowiedzi behawioralnej badanego szczura. Uktad doswiadczalny, w ktorym stosowany jest
glosnik umieszczony obok klatki identycznej z klatkg domowa szczura, zostal opracowany
przez zesp6t Pracowni Behawioralno-Metabolicznej i opublikowany w pracy, ktorej jestem

drugim autorem (Olszynski i wsp., 2020).

1.2.1. Zastosowanie playbacku USV i badanie odpowiedzi ultradzwiekowej

szczurow

Zdolnos¢ szczuréw do styszenia ultradzwickow odkryto podczas doswiadczenia, w ktérym
szczury uczyly si¢ unikania bodzca bolowego wystepujacego po odtwarzaniu dzwigkdow o
réznych czestotliwosciach (Gould 1 Morgan, 1941). Playback USV zaczeto szerzej stosowac
pod koniec lat 70. XX wieku, kiedy to badano zachowania godowe samic w odpowiedzi na
odtwarzanie USV samcéw (MclIntosh 1 wsp., 1978; Barfield i wsp., 1979). P6zniej White
i Barfield (1990) pokazali, ze playbackiem mozna skutecznie zastapi¢ USV dewokalizowanego
samca we wzbudzeniu zachowan inicjujacych kopulacje u samic. Jednakze dopiero
wspotczesne zaplecze sprzetowe pozwolilo na S$cista kontrole struktury playbacku

odtwarzanego szczurom (Wohr i wsp., 2005; Waéhr i Schwarting, 2007).
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Do$wiadczenia wykonane przez zespot prof. R. Schwartinga i prof. M. Wohra (Wohr
i Schwarting, 2007; Wohr i Schwarting, 2009; Seffer i wsp., 2014; Wohr i wsp., 2016; Berz
i wsp., 2022) mialy znamienny wplyw na rozwdj wiedzy na temat behawioru szczurow
W odpowiedzi na playback USV. Istotnie, badania te uwzglednialy takze analiz¢ USV
emitowanych przez szczury. Cechg charakterystyczng stosowanej przez zespot metody byto
umieszczenie zwierzat w uniesionym o$mioramiennym labiryncie, w ktorym na koncu jednego
Z ramion znajduje si¢ glos$nik ultradzwigkowy. Umozliwiato to jednoznaczng oceng, czy szczur
preferowat przebywanie w poblizu zrodta USV. Pomimo licznych prac wykorzystujacych ten
schemat doswiadczalny, wiele pytan odno$nie odpowiedzi behawioralnej szczuréw na
playback pozostato bez odpowiedzi. W oryginalnej publikacji opisujacej t¢ metode, USV 50-
I 22-kHz odtwarzano szczurowi trzy razy po 1 min, a po kazdym odtworzeniu nastepowato
10 min ciszy. Autorzy przedstawili zastosowanie playbacku w kilku powigzanych ze soba

doswiadczeniach (Wohr i Schwarting, 2007).

W pierwszym do§wiadczeniu, ktére bylo wykonane na mtodych (dwudziestopigciodniowych)
szczurach obserwowano, ze po playbacku USV 50-kHz zwierz¢ta spedzaly wiecej czasu
W poblizu glosnika i emitowaty wigcej wiasnych USV niz po odtwarzaniu USV 22-kHz (Wohr
I Schwarting, 2007). Niestety, takiego badania nie przeprowadzono po6zniej na dojrzatych
osobnikach. Nalezy nadmieni¢, ze wzgledu na znikoma emisje USV w odpowiedzi na sygnaty
22-kHz, w wigkszosci pozniejszych doswiadczen wykorzystujacych metode Wohra

i Schwartinga (2007) stosowano wytacznie playback USV 50-kHz.

Ponadto pomimo kilku powtérzen playbacku USV w obrgbie jednej sesji, nie podano
informacji, czy odpowiedZ szczurow na kazde kolejne podanie bodzcow dzwigkowych byta
taka sama. Jest to szczegdlnie istotne, poniewaz w innym badaniu, gdy czas odtwarzania USV
50-kHz wydluzono do 5 min, nie obserwowano wzrostu aktywnosci lokomotorycznej
I zblizania si¢ do glosnika przez szczury Wistar po powtdrzeniu playbacku, co autorzy

ttumaczyli przyzwyczajeniem si¢ zwierzat do odtwarzanych dzwigkéw (Berz 1 wsp., 2021).

Dodatkowym ograniczeniem wyzej opisanej metody jest wykorzystanie jako areny do
pomiaro6w uniesionego labiryntu. Zazwyczaj, w przypadku szczuréw, znalezienie si¢ na
podwyzszonej plaszczyznie wywotuje lek (Walf i Frye, 2007). Niewykluczone zatem,
ze zastosowane warunki do§wiadczalne byty czynnikiem stresowym dla zwierzat, co wptyneto

na ich odpowiedzZ behawioralng.
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Chociaz zachowanie szczuréw w odpowiedzi na playback USV bylo takze analizowane przez
inne zespoly badaczy, przeprowadzone przez nie do$§wiadczenia rzadko uwzglednialy
rejestracic  USV  emitowanych przez zwierzeta. Potwierdzaly jednak obserwacie,
ze odtwarzanie USV 50-kHz powodowato pobudzenie ruchowe szczuréw, a USV 22-kHz —
zahamowanie aktywnosci (Demaestri i wsp., 2019; Inagaki 1 Ushida, 2021; Vielle i wsp., 2021;
Bonauto i wsp., 2023). Przykladami do$wiadczen, w ktorych sprawdzono odpowiedz
wokalizacyjna szczurow na playback, sa badania przeprowadzone przez Hammond i wsp.
(2021) w formie jednorazowego playbacku w klatce bytowej. W odpowiedzi na playback USV
50-kHz zwierzgta emitowaty wiecej wtasnych USV niz na playback dzwiekow tta (Hammond
I wsp., 2024). Natomiast odtwarzanie USV 22-kHz miato efekt przeciwny: powodowato,
ze szczury wokalizowaly znacznie mniej niz przed usltyszeniem dzwigkéw (Hammond i wsp.,

2021).
1.2.2. Wcezesniejsze zastosowanie schematu playbacku opisanego w rozprawie

W niniejszej rozprawie zastosowano metod¢ odtwarzania sygnaléw ultradzwigkowych
szczurdw i rejestracji odpowiedzi na nie opracowana w Pracowni Behawioralno-Metabolicznej
IMDiK PAN i opisang po raz pierwszy w publikacji Olszynskiego i wsp. (2020). Zbadano
W niej wpltyw warunkéw chowu szczurdw (pojedynczo lub parami w klatce) na emisje USV
podczas sesji playbacku sygnatow ultradzwigkowych. W tym schemacie dos$wiadczenia
prowadzono w klatce identycznej z klatkg bytowa szczura. Zastosowana dtugos¢ playbacku
wynosita 10 s z przerwami dlugosci 5 min pomiedzy kolejnymi playbackami. Odtwarzanie
USV powtodrzono czterokrotnie. W schemacie tym obserwowano emisje USV 50-kHz zaréwno
w odpowiedzi na playback sygnatéw 50-kHz, jak i 22-kHz. Rowniez oba rodzaje playbacku
powodowaty zblizanie si¢ szczurow do glosnika. Natomiast réznice w odpowiedzi na
odtwarzanie USV roznych typow wykryto w aktywnosci lokomotorycznej szczuréw, zmianie
czestosci skurczow serca (ang. heart rate, HR) oraz liczbie emitowanych USV 50-kHz.
Odpowiedz ultradZwigkowa 1 lokomotoryczna szczurdw obserwowano w kazdym powtdrzeniu
playbacku. Gtéwne obserwacje uzyskane w ramach naszej oryginalnej publikacji (Olszynski 1
wsp., 2020) przedstawiono i podsumowano w Tab. 2 (str. 46, kolumna iScience). W tej pracy
pokazano, ze szczury mialy zwigkszong aktywnos$¢ lokomotoryczng w czasie playbacku USV
50-kHz (Tab. 2, Ip. 1), obnizong — po playbacku USV 22-kHz (Tab. 2, Ip. 2). Zwierzeta zblizaty
si¢ do glo$nika w wyniku odtwarzania USV (Tab. 2, Ip. 3-4). Playback powodowat wzmozenie
emisji przez szczury USV (Tab. 2, Ip. 5-7), ktore byly przede wszystkim w pasmie 50 kHz
(Tab. 2, Ip. 8). Odtwarzanie USV 50-kHz powodowalo wzrost HR szczurow (Tab. 2, Ip. 9),
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natomiast playback USV-22-kHZ — obnizenie HR (Tab. 2, Ip. 10), co prowadzito do powstania
roznicy w wartosci HR, ktora utrzymywata si¢ przez co najmniej 1 min (Tab. 2, Ip. 11).
Prawdopodobnie zastosowanie playbacku w klatce tozsamej z bytowa w wigkszym stopniu
nasladuje kontekst, w ktorym szczury laboratoryjne zwykle wchodzg ze sobg w interakcje
spoleczne 1 jest mniej stresujacym doswiadczeniem dla zwierz¢cia niz przebywanie
W uniesionym labiryncie, co sprzyja emisji USV w odpowiedzi na sygnaly ultradzwigkowe

(Olszynski 1 wsp., 2020; Olszynski i wsp., 2021; Olszynski i wsp., 2023a).

Ponadto szczury chowane pojedynczo emitowaly wigcej USV w odpowiedzi na playback
w poréwnaniu ze szczurami trzymanymi w parach (Olszynski i wsp., 2020). Wynik ten zwraca
uwage, ze tryb chowu szczurow wplywa na to, jak beda odpowiadaty na playback USV.
Pokazano na przykltad, ze czas trwania izolacji 1 etap rozwoju zwierzecia, w ktorym ona
nastepuje, majg istotny wptyw na pdzniejsze zachowanie szczuréw (Van den Berg i wsp., 1999;
Ferdman i wsp., 2007). Dlugotrwale osamotnienie mtodych osobnikéw wkrotce po odstawieniu
od matki powoduje pojawienie si¢ objawow odzwierciedlajacych depresje (Pavlova i wsp.,
2022) oraz zaburzenia lgkowe (Parker i Morinan, 1986), a takze zaniechanie komunikacji
ultradzwieckowej (Seffer i wsp., 2015; Wohr 1 wsp., 2021). Opisano takze, ze zwierzeta
oddzielone na krotki czas (od kilku godzin do jednego dnia) od innych szczuréw emituja
pbézniej wiecej apetytywnych USV podczas zabawy (Knutson i wsp., 1998) i taskotania niz
osobniki, ktore stale utrzymywano w grupie (Panksepp i Burgdorf, 2000; Burgdorf i Panksepp,
2001). Natomiast, w przypadku dorostych szczuréw, kilkutygodniowy chow pojedynczo
prowadzi do wzmozenia emisji USV 50-kHz w tescie interakcji spotecznej (Hamed i wsp.,
2009). Wyniki te sg podobne do tych opisanych przez Olszynskiego i wsp. (2020). Wymienione
powyzej przyklady wskazuja, Ze czynniki zewng¢trzne (klatka/arena, rodzaj chowu) wplywaja
na komunikacj¢ ultradzwigkowa szczurow. Jezeli tak pozornie zaniedbywalne czynniki potrafia
zmieni¢ intensywno$¢ wokalizacji zwierzat, nalezy rozpatrze¢, jak wpltywajg na nig czynniki o

zdecydowanie wigkszej sile.
1.3. Czynniki wplywajace na emisje USV

Srodowisko i do$wiadczenia zyciowe wynikajace z interakcji z nim w znaczacy sposob
ksztattuja zachowanie zwierzat (Sadowski, 2001). Nie inaczej jest w przypadku szczurow
i emitowanych przez nie USV. Chow w otoczeniu wzbogaconym (ang. enriched environment)
0 czesto zmieniane obiekty fizyczne, ale z ograniczong mozliwo$cig kontaktu spolecznego

Z innymi osobnikami, powoduje u szczurdw wycofanie spoteczne przypominajace objawy
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autyzmu (Wohr 1 wsp., 2017), zwigksza takze zachowania agresywne pomigdzy szczurami
zyjacymi w jednej klatce (Bigelow i wsp., 2022). W rezultacie zwierzeta przejawiajg wycofanie
spolecznie i w zwigzku z tym emituja mniej apetytywnych USV niz przed wprowadzeniem
urozmaicenia (Woéhr i wsp., 2017; Bigelow i wsp., 2022). Przeciwny efekt ma wzbogacenie
srodowiska o elementy spoteczne (ang. social enrichment). Taki zabieg umozliwia szczurom
czesty kontakt z nieznanymi wczesniej osobnikami. W rezultacie zwierzeta emitujg ogolnie
wiecej USV 50-kHz, takze w sytuacjach, w ktorych nie nastgpuje bezposrednia interakcja
z innymi szczurami, np. w playbacku i eksploracji nowego otoczenia (Brenes i wsp., 2016;
Wohr 1 wsp., 2017; Seffer 1 wsp., 2018). Opisano takze, ze cze¢ste taskotanie powoduje zmiang
czestosci wystepowania okreslonych klas USV (wiecej modulowanych i harmonicznych)
w epizodach wokalizacyjnych szczurow (Garcia 1 wsp., 2015). Doswiadczenie
Hhieprzyjemnych” zdarzen rowniez znaczaco wplywa na emisj¢ USV. Wykazano,
ze przewlekly stres wywotlany nieprzewidywalnymi czynnikami jest w stanie zahamowac
emitowanie USV 50-kHz po podaniu amfetaminy (K&iv i wsp., 2016), ktérej podanie zwykle
bardzo nasila emisj¢ USV tego typu (Rippberger i wsp., 2015). Szczury, ktore w wieku
mtodzienczym poddano trzydniowemu protokotowi wywolywania stresu poprzez wymuszone
plywanie, umieszczanie na uniesionej platformie oraz przymusowe unieruchomienie,
emitowaty znacznie wigcej USV 22-kHz podczas treningu FC przeprowadzonego dwa miesigce
pozniej (Yee 1 wsp., 2012). Podobnie nieprawidtowosci w komunikacji ultradzwickowe;j
stwierdzono w szczurzych modelach depresji (Van Zyl i wsp., 2014) i zespotu stresu
pourazowego (ang. post-traumatic stress disorder, PTSD; Chen i wsp., 2012), do ktorych

wywotania stosuje si¢ podawanie bodzcow bolowych.
1.3.1. Zastosowanie FC w badaniu zachowania zwierzat

Procedura FC polega na powigzaniu obojetnych bodzcéw warunkowych, na ktore sklada sie
cata sytuacja doswiadczalna, okre§lana jako tzw. ,kontekst” (ang. context) oraz czesto
dodawany do niego bodziec wyodrgbniony (ang. cue, BW; np. dzwigk, zapach, §wiatlo),
Z bezwarunkowym bolowym bodzcem awersyjnym, wystepujacym najczesciej w formie szoku
elektrycznego podanego na tapy. W efekcie odpowiedz obronna na bodziec awersyjny (np.
zamieranie w bezruchu) zaczyna pojawiac si¢ na skutek wystawienia na dzialanie bodzca
pierwotnie oboj¢tnego. Nastepnie, testuje si¢ skuteczno$¢ warunkowania poprzez ponowng
ekspozycje zwierzgcia na kontekst lub BW (przewaznie w innym kontekscie), bez podawania

bodzcow bolowych (Curzon 1 wsp., 2011). Ewentualne pdzniejsze wielokrotne podanie bodzca
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obojetnego prowadzi do ostabienia tej odpowiedzi, tzw. wygaszenia warunkowania (Maren

i wsp., 2013).

Pierwotnie FC  zostalo zaprojektowane do badania podstawowych procesow
neurobiologicznych, takich jak uczenie si¢, pamig¢¢, emocje, czy ich polaczenia — tzw. pamieci
emocjonalnej (Pavlov, 1927; Baum, 1965; LeDoux, 2000; Morris i Dolan, 2004; Johansen
i wsp., 2011; Flandreau i Toth, 2018). FC, w réznej formie, stosowane jest w badaniach
ogolnych zaburzen Iekowych (Lissek i wsp., 2005; Pentkowski 1 wsp., 2022), zespotu lgku
uogolnionego (ang. generalized anxiety disorder, GAD; Santos i wsp., 2006; Luyten i wsp.,
2011b) , zespotu Ieku napadowego (ang. panic disorder, PD; de Oliveira Galvao i wsp., 2011,
Johnson i wsp., 2019), zaburzen obsesyjno-kompulsywnych (ang. obsessive-compulsive
disorder, OCD; Rodriguez-Romaguera i wsp., 2012; Alonso i wsp., 2015) oraz PTSD (Chen
i wsp., 2012; Careaga i wsp., 2016). Podawanie bodzca elektrycznego na tapy stosowane jest
takze jako jeden ze stresorow chronicznych w wywotywaniu zachowan depresyjnych (Katz

i wsp., 1981; Ferretti i wsp., 1995; Shirayama i Hashimoto, 2017).

Przewaga stosowania szoku elektrycznego nad innymi stresorami, takimi jak np. przewlekle
unieruchomienie, kontakt z drapieznikiem, czy porazka spoteczna, jest to, ze zwierzeta z trudem
przyzwyczajaja si¢ do tego rodzaju bodzca (Overmier i Murison, 2005).-Ponadto uzycie szoku
elektrycznego pozwala na wprowadzanie zmian jakosciowych (r6zne warianty kontekstu i BW)
1 ilosciowych (natgzenie pradu, liczba prob, dlugos¢ ekspozycji na bodzce) w procedurze

doswiadczalnej (Siegmund 1 Wotjak, 2006).

Intensywno$¢ zastosowanych bodZzcow awersyjnych, tzn. ich natgzenie, dtugos¢ i liczba, ma
istotny wptyw na zachowanie 1 procesy zachodzace w mozgu zwierzecia. Wiele badan
wskazuje na kluczowy wplyw natezenia bodzca bolowego na behawior zwierzat — ich poziom
zamierania (Luyten 1 wsp., 2011a), zachowania spoleczne (Mikics 1 wsp., 2008), jak i liczbe

emitowanych 22-kHz USV (Wohr i wsp., 2005).

Dotkliwos¢ FC mozna takze regulowa¢ poprzez zmiang liczby uzytych bodzcéw bolowych.
Zastosowanie wigkszej ich liczby (5-10), w poréwnaniu z 1-2 bodZcami, powoduje jakosciowg
zmiang¢ w zachowaniu zwierzat, tlhumaczong wyksztalceniem si¢ pamigci traumatycznej
(Haubrich 1 wsp., 2020), ktéra jest dtugotrwata (Quinn 1 wsp., 2008), a takze oporna na
wygaszanie (Haubrich i Nader, 2023) i na hamowanie rekonsolidacji (Wang i wsp., 2009;
Finnie i Nader, 2020; Haubrich i wsp., 2020), ale z widoczng generalizacja bodzcoéw (Poulos
i wsp. (2016).
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Nie istniejg standardy okreslajace ustalone warunki FC, prowadzace do odwzorowania
okreslonych choréb/zaburzen u ludzi. Uznanie danej procedury FC za nasladujaca
chorobg/zaburzenie zalezy od interpretacji badaczy ja stosujacych (Luyten i wsp., 2011b;
Aliczki i Haller, 2015; Flandreau i Toth, 2018). Na podstawie przegladu literatury Aliczki
i Haller (2015) zauwazyli, ze w przypadku zastosowania FC jako modelu PTSD podaje si¢
zwierzetom co najmniej trzy bodzce bolowe, podczas gdy w testowaniu pamigci — mniej niz
trzy. Wskazuje si¢ takze, ze w modelu PTSD wywolanym FC powinna wystgpowac
nieprzewidywalnos$¢ czasu pojawienia si¢ bodzca bolowego (Foa i wsp., 1992). FC uzywa si¢
rowniez jako zwierzecego modelu zaburzen lekowych (Fanselow i Ponnusamy, 2008). Do
niedawna PTSD byto uznawane wiasnie za takie zaburzenie, stad zwierzece modele zaburzen
Igkowych 1 PTSD byly opisywane wspolnie (Lissek i wsp., 2005). Jednak w najnowszej wersji
DSM-V PTSD zostato sklasyfikowane jako zaburzenie zwigzane z do$wiadczeniem urazu
psychicznego (traumy) i czynnikami stresowymi (Pai i wsp., 2017; American Psychiatric
Association, 2022). Z kolei w przypadku stosowania FC w wywotywaniu modeli depresji,
opracowano dwa szeroko stosowane protokoty. W pierwszej zwierzeta poddaje si¢ wielokrotnie
procedurze warunkowania (Katz i wsp., 1981; Ferretti i wsp., 1995) a w drugiej — jednej dugiej
sesji FC, w ktorej podaje si¢ wiele (ponad 100) nieprzewidywalnych bodzcow bolowych
(Vollmayr i Henn, 2001; Kim i wsp., 2017). Skuteczno$¢ FC w badaniu zwierzecych modeli
zaburzen lekowych (oraz PTSD) potwierdzono wielokrotnie, badajac efekty FC po podaniu
lekow o dziataniu przeciwlekowym, ktorych zastosowanie powodowato ograniczenie
zamierania zwierzat (Krystal i wsp., 2012; Kasahara i wsp., 2015; An i wsp., 2016; Ohyama
i wsp., 2016).

Podczas treningu i testu FC szczury czgsto emitujag USV, ktérymi przewaznie sg dtugie USV
22-kHz (Wohr 1 wsp., 2005; Yee i wsp., 2012). Nie ma jednak konsensusu, jaka emocj¢
doktadnie wyrazajg te USV. Jelen i wsp. (2003) uznali, ze emisja USV 22-kHz podczas treningu
FC jest wyrazem I¢ku, a nie strachu zwierzgcia, natomiast Willadsen 1 wsp. (2021) stwierdzili,
ze pojawianie si¢ USV tego typu jest przynajmniej czgsciowo niezalezne od osrodkdw w mozgu
regulujacych poczucie leku i strachu. Borta i wsp. (2006) wykazali korelacj¢ pomiedzy liczba
emitowanych USV a lekliwoscig szczurow sprawdzang w uniesionym labiryncie krzyzowym;
szczury z mniejszym poziomem leku emitowaty wigcej USV 22-kHz o wyzszej czestotliwosci.
Z kolei, jak wspomniano wcze$niej, Bialy 1 wsp. (2016) postuluja, ze USV 22-kHz oznaczaja

rozluznienie po odej$ciu napiecia emocjonalnego.
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Jak do tej pory nie opisano, w jaki sposob uprzednie FC ksztaltuje odpowiedz szczurow na
styszane USV. Postanowiono wigc sprawdzi¢ w tescie playbacku, jak na badane zachowania
wptynie do§wiadczenie okre$lonej liczby bodzcow bolowych. W efekcie, podczas doswiadczen
wykonanych w ramach niniejszej rozprawy szczury, poddano FC z zastosowaniem 1, 6 lub 10

prob o zmiennej dlugosci przerwy migdzy bodzcami.
1.4. Zaburzenia emocjonalne i poznawcze w schizofrenii

Schizofrenia jest choroba psychiczna, na ktéra wedlug doniesien Swiatowej Organizacji
Zdrowia zapada okoto 0,45% dorostych ludzi (WHO, 2022). Pod pojg¢ciem schizofrenii
rozumie si¢ chroniczny stan znieksztalconego postrzegania rzeczywistosci (Tandon i wsp.,
2013) o niepoznanym w petni podlozu genetycznym i1 $rodowiskowym (Tsuang, 2000;
Takahashi, 2013; Stilo 1 Murray, 2019). Schizofreni¢ charakteryzuje ztozony obraz kliniczny,
cechujacy sie zroznicowanymi objawami (Maier i wsp., 1999; Lichtermann i wsp., 2000;
Barrantes-Vidal i wsp., 2015), dzielonymi na wytworcze/pozytywne i ubytkowe/negatywne.
Za objawy wytworcze uznaje si¢ mysli i uczucia ,,wytworzone” ponad stan faktyczny, czesto
prowadzace do zachowan agresywnych (halucynacje, urojenia, natretne mysli), z kolei
za ubytkowe — zwigzane z deficytami w codziennym funkcjonowaniu, ktére prowadza do
wycofania si¢ (anhedonia, apatia, zaniechanie wykonywania czynno$ci codziennych —
awolicja, zubozona mowa — alogia, aspoleczno$¢, zredukowanie afektu, uposledzona
komunikacja spoteczne; Andreasen i Olsen, 1982; Lewine i wsp., 1983; Andreasen i wsp.,
1994; Lysaker 1 Salyers, 2007; Wible, 2012). Dodatkowo oprocz wyzej wymienionych
objawdw u 0s0b cierpigcych na schizofrenie obserwuje si¢ takze deficyty poznawcze takie jak:
brak skupienia uwagi, ubytki w pamig¢ci oraz btedne przypisywanie znaczenia docierajagcym
bodZcom (Gold i Harvey, 1993; Fioravanti i wsp., 2012; Schiwy i wsp., 2022). Wystepowanie
objawdw u chorych jest bardzo zréznicowane; schizofrenia diagnozowana jest przy obecnosci
co najmniej dwoch, z czego przynajmniej jeden musi naleze¢ do objawdéw wytworczych
(Luvsannyam i wsp., 2022). U 0s6b chorych na schizofreni¢ czesto stwierdza si¢ wystepowanie
zaburzen wspotistniejgcych (Buckley i wsp., 2009). Na przyktad 65% pacjentow
z rozpoznaniem schizofrenii cierpi na zaburzenia lgkowe (Temmingh i Stein, 2015), ktore ze
wzgledu na powszechne wspotwystepowanie jest przez niektorych uznawane za objaw tej
choroby (Kiran i Chaudhury, 2016; Hall, 2017).

Shitij Kapur (2003) odnoszac si¢ do catoksztaltu objawow zaproponowal, by okreslaé

schizofreni¢ jako ang. ,,aberrant salience”, czyli niemozno$¢ przypisania do§wiadczanym
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bodzcom odpowiedniego znaczenia. Termin ten jest roznie tlumaczony na jezyk polski;
pojeciami najblizej oddajacymi oryginalne zalozenia Kapura (2003) sa ,zaburzenie
W nadawaniu istotno$ci” (Szczotka i Majchrowicz, 2018) oraz ,,dysfunkcja istotno$ci”
(Zajkowski i Jankowiak-Siuda, 2014). W niniejszej rozprawie stosowane bedzie thtumaczenie

tego zwrotu jako: ,,zaburzenie oceny istotnosci (bodzcow)”.

Za przyczyn¢ objawoOw schizofrenii uznaje si¢ przede wszystkim nadmierng transmisje
dopaminergiczna, wystepujaca gldéwnie w korze przedczotowej i prazkowiu (Lindstrom 1 wsp.,
1999; Howes 1 wsp., 2009; Kegeles 1 wsp., 2010; McCutcheon i wsp., 2018). Jej zrodtem ma
by¢ zanik synaps w komodrkach piramidowych, co wywotuje kompensacj¢ w postaci
nadmiernej syntezy dopaminy (Howes i Onwordi, 2023). U chorych na schizofreni¢ opisano
takze zaburzenia W przekaznictwie glutaminianergicznym (Goff 1 Coyle, 2001),
serotoninergicznym (Kapur i Remington, 1996) i cholinergicznym (Tandon, 1999). Dlatego tez
w leczeniu schizofrenii wykorzystuje si¢ leki o dziataniu przeciwpsychotycznym, ktore dziataja
antagonistycznie na dopaminergiczne receptory aktywujace obecne w synapsach (Carlsson,
1978; Miyamoto i wsp., 2005). Jednym z pierwszych lekdéw zastosowanych w terapii
schizofrenii byt haloperidol (Seeman i wsp., 1974; Seeman i wsp., 1975; Niemegeers i Laduron,
1976; Seeman i wsp., 1976), ktérego cechg charakterystyczng jest silne powinowactwo do
receptoréw D2, przez co efekt terapeutyczny osiggany jest przy niskich dawkach w krotkiej
perspektywie czasowej (Leysen i wsp., 1992; Xiberas i wsp., 2001; Sikazwe i wsp., 2003).
Wiasciwos¢ ta wiaze si¢ jednak ze zwigkszonym ryzykiem pojawienia si¢ tzw. objawow
pozapiramidowych, tj. zaburzen uktadu ruchu w postaci drgawek, niekontrolowanych skurczy
mieéni 1 nadmiernego pobudzenia ruchowego (Kurz i wsp., 1995; Rasmussen i wsp., 2017).
Skuteczno$¢ dziatania haloperidolu badano takze na zwierzgcych modelach schizofrenii

(Swerdlow i Geyer, 1993; Peres i wsp., 2018b; Osacka i wsp., 2022; Valvassori i wsp., 2023).
1.4.1. Zwierze¢ce modele schizofrenii

Ze wzgledu na niepoznang w pelni, wieloczynnikowg etiologi¢ schizofrenii, do jej badania
opracowano wiele zwierzecych modeli tej choroby. Problemem w badaniu zwierzecych modeli
choréb ludzi jest ocena trafnosci dobranych metod i grup doswiadczalnych. W tym celu
stosowany jest podzial zaproponowany przez Willnera (1984), wyrdzniajacy trzy formy
trafno$ci modelu. Trafno$¢ powierzchowna (ang. face validity) okresla, jak bardzo model
zwierzecy przypomina objawy obecne u ludzi. Trafnos$¢ teoretyczna (ang. construct validity)

definiowana jest jako stopien, w jakim model zwierzgcy odzwierciedla patomechanizmy
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ludzkiej choroby. Trafno$¢ predykcyjna (ang. predictive validity) opisuje zdolno$¢ modelu do
przewidywania efektu leczenia. Walidacja w jakim stopniu model zwierzecy wypelnia kryteria
r6znych rodzajow trafnosci pozwala oceni¢ jak dobrze odzwierciedla on okreslong chorobe
(Belzung i Lemoine, 2011). Nie ma chorob, dla ktorych opracowano pojedynczy model
zwierzecy, ktory spetniatby doktadnie wszystkie trzy rodzaje trafhos$ci, jednak nawet czesciowe
odwzorowanie choroby ludzkiej u zwierzecia pozwala na poglgbianie wiedzy na jej temat
(Subramanian, 2022).

W celu jak najlepszego odwzorowania schizofrenii dazy si¢ do tego, aby zwierzeta przejawiatly
zachowania bedace odpowiednikami objawow schizofrenii u ludzi (ang. schizophrenia-like
behaviors, SLB; Klein i wsp., 2013; Girardi i wsp., 2014; Ang i wsp., 2021). Przyktadami SLB
sg: wysoka aktywno$¢ lokomotoryczna, zaburzone bramkowanie czuciowo-ruchowe,
wycofanie spoteczne, zaburzenia pamigci i skupienia uwagi oraz anhedonia (Peres i wsp.,
2018b). Pozadane jest takze, aby w zwierzecym modelu wystgpowaly nieprawidtowosci
W neutransmisji, odzwierciedlajace zjawiska obecne u chorych na schizofreni¢ np. zaburzona
neurotransmisja glutaminianergiczna (Moghaddam i Jackson, 2003) czy dopaminergiczna
(Lodge i Grace, 2008), ktore podlegaja leczeniu za pomoca lekow przeciwpsychotycznych
(Jones i wsp., 2011; Peres i wsp., 2018b). Wg Peres i wsp. (2018b), obecnos¢ i nasilenie SLB
bada si¢ w testach behawioralnych: otwartego pola (ang. open field, OF; aktywnos¢
lokomotoryczna, lekliwosc), rozpoznawania nowego obiektu (ang. novel object recognition,
NOR; pamig¢), interakcji spotecznej (ang. social interaction, Sl; poped spoteczny) i tescie
hamowania przedsygnalowego odruchu wzdrygnigcia (ang. prepulse inhibition test, test PPI;

bramkowanie czuciowo-ruchowe).

W zaleznosci od sposobu wywotywania SLB, wyr6znia si¢ cztery grupy zwierzgcych modeli
schizofrenii: rozwojowe, farmakologiczne, oparte na lezjach i genetyczne. Modele rozwojowe
(neurorozwojowe), ktoérych geneza opiera si¢ na hipotezie uznajacej za przyczyng choroby
stany zapalne (Narihara i wsp., 2022), uzyskuje si¢ poprzez perinatalng ekspozycj¢ na
metylazoksymetanol (Moore i wsp., 2006) lub czynniki prozapalne, takie jak kwas
poliryboinozynowo-polirybocytydylowy (Naranjo i wsp., 2019) czy lipopolisacharydy
(Wischhof 1 wsp., 2015). Modele farmakologiczne uzyskiwane sg na drodze nasladowania
zmian w przekaznictwie neuronalnym, np. przez podawanie amfetaminy, wzmacniajacej
transmisj¢ dopaminergiczng (Featherstone i wsp., 2007; Peleg-Raibstein i wsp., 2008), czy tez
antagonistow receptorow NMDA (fencyklidyny, ketaminy), imitujgcych hipoaktywnos¢
transmisji glutaminianergicznej (Jentsch i Roth, 1999; Becker i wsp., 2003). Modele oparte na
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lezjach opieraja si¢ na rozlegtych uszkodzeniach wybranych struktur, np. brzusznego obszaru
hipokampa (Lipska i wsp., 1993; Lipska i Weinberger, 1994) lub przysrodkowej kory
przedczotowej (Jaskiw i wsp., 1990; Swerdlow i1 wsp., 1995). Modele genetyczne opierajg si¢
mutacjach poszczegdlnych genow, zarébwno u myszy, np. geny DISC1 (Jaaro-Peled, 2009),
neureguliny 1 (Papaleo i wsp., 2016), dyshindyny 1 (Papaleo i wsp., 2012), jak i u szczuréw,
np. Cacnalc (Wohr i wsp., 2021).

Co wigcej, istniejg szczepy szczurow, u ktorych SLB pojawiajg si¢ spontanicznie, bez
wczesniejszych interwencji. Nalezg do nich: APO-SUS (Ellenbroek i wsp., 1995), Brattleboro
(Ciliai wsp., 2010; Torok i wsp., 2021) oraz SHR (Peres i wsp., 2018b).

1.4.2. Charakterystyka szczepu SHR

Szczep SHR wyprowadzono ze stada szczurow Wistar-Kyoto (WKY) poprzez wybidrcze
krzyzowanie ze sobg osobnikdéw o wysokim ci$nieniu krwi w spoczynku (Kozo 1 Kyuzo, 1963).
SHR sa zwierzgcym modelem pierwotnego nadci$nienia tetniczego, tj. nadci$nienia o
nieuchwytnej przyczynie (Lerman i wsp., 2005). Patofizjologi¢ nadci$nienia tgtniczego SHR
mozna tlumaczy¢ m.in. wysokg aktywnoscia uktadu wspodiczulnego (Judy 1 wsp., 1976)
i nadwrazliwo$cig uktadu naczyniowego na noradrenaling (Smith i wsp., 1984). Jednakze,
oprécz zaburzen pracy uktadu krazenia, u SHR obserwuje si¢ specyficzne nieprawidtowosci
behawioralne. Szczury te w wieku mtodocianym cechuja si¢ nadaktywnoscig lokomotoryczng,
impulsywnoscig oraz ubytkami uwagi, uczenia si¢ i zapamig¢tywania (Meneses 1 Hong, 1998;
Heal 1 wsp., 2008; Wells i wsp., 2010). W efekcie uznano SHR za zwierzecy model zespotu
nadpobudliwosci ruchowej z deficytem uwagi (ang. attention deficit hyperactivity disorder,
ADHD). Uwaza si¢, ze SHR s3a jedyna wyprowadzong linig szczurow, ktore przejawiajg
wszystkie glowne objawy behawioralne ADHD (Meneses i wsp., 2011; Regan i wsp., 2022).

U os6b cierpigcych na ADHD stwierdzono podwyzszone ryzyko rozwoju schizofrenii po
osiggnieciu dojrzatosci (Gough 1 Morrison, 2016; Jeon 1 wsp., 2023). Z kolei zespot
prowadzony przez Vaness¢ Costhek Abilio zasugerowal, Ze na podstawie wystgpowania
licznych SLB, doroste SHR nalezy uzna¢ rowniez za szczurzy model schizofrenii (Peres i wsp.,
2018b). Uwaza sie, ze wysoka aktywnos¢ lokomotoryczna SHR odzwierciedla wytworcze
objawy schizofrenii (Knardahl i Sagvolden, 1979; Calzavara i wsp., 2011a). Deficyty w uczeniu
si¢ podczas FC 1 testu rozpoznawania nowego obiektu, a takze zaniechanie zachowan

spotecznych odpowiadaja objawom deficytowym, ktore ulegaja poprawie po podaniu lekéw
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0 dziataniu przeciwpsychotycznym (Calzavara i wsp., 2009; Calzavara i wsp., 2011a;

Calzavara i wsp., 2011b; Le&o i wsp., 2021).

Natomiast, niewiele wiadomo na temat zachowan wokalizacyjnych SHR. Dotychczas
stwierdzono jedynie, ze w obecnosci $cidtki z zapachem samca samice SHR wokalizujg mniej
niz samice szczurow Sprague-Dawley (Zhang-James i wsp., 2014). Dlatego waznym apektem
niniejszej pracy byto opisanie USV emitowanych przez SHR i ich odpowiedzi na odtwarzanie
USV z playbacku. Z racji obecnych w schizofrenii zaburzen mowy, taki opis stanowilby

uzyteczne uzupeinienie SHR jako modelu schizofrenii.

1.5. Podsumowanie

Stan emocjonalny szczuréw mozna bada¢ obserwujac ich odpowiedz behawioralng na
odtwarzane z gtosnika USV. Jednakze, rejestracja USV emitowanych w takiej sytuacji nie jest
szeroko stosowang metoda badawczg. Wiadomo, ze zachowanie szczuréw rozni si¢ zaleznie od
pasma czestotliwosci do ktérego nalezg odtwarzane USV. Wiadomo takze, ze wczesniejsze

doswiadczenia zyciowe i cechy wrodzone zwierzat wptywaja na ich zachowania spoleczne.

W niniejszej rozprawie zastosowano opracowany w Pracowni Behawioralno-Metabolicznej
IMDiK PAN schemat playbacku, ktéry wczesniej pozwolit wykazaé rdznice w aktywnosci
lokomotorycznej, parametrach krazeniowych i emisji USV wynikajace z tego, jakiego typu
byty odtwarzane szczurom USV 1 jaki byt kontekst spoteczny chowu tych zwierzat.
Postanowiono zbada¢, jak inne czynniki wptyng na odpowiedz szczuro6w na playback. Na
pierwszy czynnik wybrano dos§wiadczenie zyciowe w postaci podawania bodZzcow bolowych
podczas treningu FC. Wedtug dostepnej literatury doznanie wielu szokow elektrycznych
wywoluje trwalg pami¢¢ zdarzenia i przewlekle zmiany w behawiorze zwierzat. Pomimo
obszernej wiedzy na temat USV emitowanych w trakcie FC nie jest znane oddziatywanie tej
procedury na poézniejsze zachowanie szczurow w odpowiedzi na playback USV. Drugim
badanym czynnikiem byly cechy wrodzone badane poprzez poréwnanie behawioru szczuré6w
Wistar z SHR. Te ostatnie, ze wzgledu na wystepowanie w ich zachowaniu licznych SLB sg
opisywane jako zwierzecy model schizofrenii. Nie ma natomiast dostepnych informacji
dotyczacych wielu wlasciwosci USV emitowanych przez SHR, a co za tym idzie, nie wiemy,
na ile emisja USV przez SHR odzwierciedla opisane w schizofrenii zaburzenia komunikacji

spoteczne;j.
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2. Cele pracy i hipotezy badawcze

Celem rozprawy byto okreslenie wpltywu wybranych czynnikow na odpowiedz behawioralng
szczurow na odtwarzanie USV 50-kHz i 22-kHz z glosnika. Pierwszym z tych czynnikow byty
cechy wrodzone tych zwierzat, badane poprzez poréwnanie zachowania szczuréw stada Wistar
I szczepu SHR, ktorego ubytki behawioralne uznaje si¢ za odpowiedniki objawow schizofrenii
u ludzi. Drugim byly doswiadczenia nabyte, wynikajace z uprzedniego otrzymania bodzcow
boélowych w ramach treningu FC. Sformutowano hipoteze (1), ze zardbwno cechy wrodzone, jak
i do$wiadczenia nabyte beda powodowaé réznice w zachowaniu szczuréw w odpowiedzi na

odtwarzanie USV.

Poniewaz SHR emitowaly mniej USV niz szczury Wistar, w dalszych badaniach sprawdzono
wpltyw podawania leku o dziataniu przeciwpsychotycznym (haloperidolu) na odpowiedz
wokalizacyjng SHR na odtwarzanie USV. Sformutowano hipoteze (2), ze po podaniu
haloperidolu SHR beda emitowac¢ wigcej USV, poniewaz lek ztagodzi u tych szczurow

zachowania bg¢dace odpowiednikami objawdw schizofrenii u ludzi.
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3. Materialy i metody

W doswiadczeniach wykorzystano samce szczuréw stada Wistar (n = 94), pochodzace
Z Centrum Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku oraz SHR
(n= 116), pochodzace ze Zwierzgtarni IMDIK PAN. W pokojach do chowu zwierzat
zapewniono 12-godzinny podziat doby (z faza jasng 9:00-21:00) oraz temperaturg 22—25°C.
Szczury w momencie przybycia do laboratorium osiggnety wiek 7-8 tygodni i chowane byty
W parach ze statym dostgpem do wody i paszy (rat breeding S8435-S022, ssniff Spezialdidten
GmbH, Soest, Niemcy).

3.1. Odtwarzanie sygnalow ultradzwiekowych (playback) szczurom
poddanym FC

3.1.1. Warunki utrzymania zwierzat

W doswiadczeniach wykorzystano samce szczuréw stada Wistar (n = 94) i szczepu SHR
(n=80). Doswiadczenia przeprowadzano za zgoda I i II Lokalnej Komisji Etycznej
w Warszawie (pozwolenia nr 646/2018 i WAW2/093/2019). Zwierzeta warunkowane oraz
niewarunkowane byly utrzymywane w dwoch oddzielnych pomieszczeniach. Temperatura
I wilgotno$¢ powietrza byly monitorowane codziennie i utrzymywatly si¢ odpowiednio na
poziomie 25°C 140-60%. Ilos¢ wymian powietrza wynosita od 15 do 17 objetosci
pomieszczenia na godzing. FC przeprowadzano miedzy godzing 15:00 a 24:00, a sesje
odtwarzania dzwiekow odbywaty sie w dni wolne od pracy Zwierzetarni, dzigki czemu ogdlny

poziom hatasu w budynku byt niski.

Miedzy przybyciem szczurow a rozpoczeciem do$wiadczenia mijaty 4 tygodnie (Ryc. 1).
W 1. tygodniu szczury przyzwyczajaly si¢ do nowych warunkow, a czynnosci z udziatem
eksperymentatoréow (np. wymiana klatki) byly ograniczane do minimum. W Kkolejnych
tygodniach kazde zwierze byto indywidualnie przyzwyczajane do eksperymentatora w sesjach
trwajacych 2 min. Kazdy z trzech eksperymentatorow przeprowadzal co najmniej cztery sesje
przyzwyczajania do siebie (fgcznie co najmniej 12 sesji). Zabieg chirurgiczny przeprowadzano

w 3. tygodniu. Doswiadczenia na szczurach Wistar i SHR prowadzono w tym samym czasie.
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Ryc. 1. Ogélny schemat do$wiadczenia z warunkowaniem strachu (ang. fear conditioning, FC): gorna czgsé
schematu przedstawia procedury przed testami behawioralnymi. Dolna czg$¢ schematu przedstawia uproszony
przebieg dni do$wiadczalnych, podczas ktorych przeprowadzono FC i odtwarzanie sygnatow ultradzwigkowych
z glosnika (playback). Szczegdtowy schemat przebiegu doswiadczenia w dniach 1-4 przedstawiono na Ryc. 2.

3.1.2. Procedury chirurgiczne

Do aorty brzusznej wszczepiano nadajnik radiotelemetryczny (HD-S10, Data Sciences
International, St. Paul, Stany Zjednoczone), zgodnie z opisem zamieszczonym w publikacji
Olszynskiego i wsp. (2020). Okres rekonwalescencji po zabiegu trwat co najmniej 7 dni. W tym
czasie zwierzeta byly przyzwyczajane do warunkow sesji odtwarzania sygnatéw (Ryc. 1, 4.
tydzien, Rozdz. 3.1.5); przez 4 dni kazde ze zwierzat spedzalo 2-3 min w pokoju
do$wiadczalnym w warunkach przysztego do$wiadczenia (Rozdz. 3.1.4). W momencie
rozpoczgcia doswiadczenia wszystkie zwierzeta byly w wieku 11-12 tygodni. Analiza
zmiennych zarejestrowanych za pomocg systemu telemetrycznego nie begdzie rozpatrywana

w niniejszej rozprawie; odnalez¢ ja mozna w pracach Olszynskiego i wsp. (2021; 2023a).
3.1.3. Warunkowanie strachu (FC)

Zwierzeta przenoszono pojedynczo do pomieszczenia do FC, po czym umieszczano je
w dzwigkoszczelnym urzagdzeniu do FC (MED-VFC2-USB-R, Med Associates, Fairfax, Stany
Zjednoczone; wymiary 54,64 x 64,04 x 29,21 cm) wylozonym piankg thumiacg dzwiek
(grubos¢ 2,54 cm). Na jednej ze $cian urzadzenia znajdowala si¢ kamera rejestrujgca wideo (30
klatek/s) w podczerwieni, a na suficie promiennik $wiatta podczerwonego. W $rodku
znajdowala si¢ wykonana z przezroczystego tworzywa klatka do FC (VFC-008-LP, Med
Associates, Stany Zjednoczone; wymiary 29,53 x 23,50 x 20,96 cm). Przednia, tylna $ciana
oraz sufit klatki wykonane byly z przezroczystego tworzywa. Boczne $ciany sktadaty sie
z modutowych metalowych plytek; na jednej z nich znajdowata si¢ biata lampka LED ($rednica

2,5 cm), a na przeciwleglej — ultradzwickowy mikrofon pojemnosciowy (CM16/CMPA,
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Avisoft Bioacoustics, Berlin, Niemcy) podiaczony do wzmacniacza i1 przetwornika cyfrowo-
analogowego (UltraSoundGate 116Hb, Avisoft Bioacoustics). Podtoga klatki do warunkowania
byta wykonana z metalowych pretéw (grubos$¢ 4,75 mm; odstep migdzy pretami 15,62 mm).
Whnetrze urzadzenia byto w petni zaciemnione. Migdzy kolejnymi zwierzetami klatka byta myta

za pomocg detergentu, przecierana 10% etanolem i pozostawiana do wyschnigcia.

A. Dzien 1: Habituacja (klatka do warunkowania)

habituacja

10 min )

B. Dzien 2: Trening warunkowania (klatka do warunkowania)

SZCZUury warunkowane SZCZury niewarunkowane
Traos 15§, HFa0s 155 Uas o KFaos
5 min 180-300s 4 r;n> 5 min 18,0—300 s 4 n:n>
— [ E—
x0 tacznie 1 préba (1-P), 9 min x0
x5 tacznie 6 préb (6-P), 31 min x5
x9 tacznie 10 prob (10-P), 48 min x9

C. Dzien 3: Odtwarzanie sygnatéw ultradzwiekowych / playback
(klatka réwnowazna domowej)

10 min 5 min 5 min 5min 5 min )

1 1

prezentacje sygnatéw: 1, 10s 2,10s 3,10s 4,105

D. Dzien 4: Test warunkowania (klatka do warunkowania)

F20s « W20s « V20s -
r r g
5 min 5 min 5 min 4mia

Ryc. 2. Schemat doswiadczenia warunkowania strachu (FC) wraz z odtwarzaniem USV. A. Dzien 1 -
przyzwyczajanie do Klatki warunkowania. Szczur przebywal w niej przez 10 min i bez prezentacji bodzcéw. B.
Dzien 2 —trening FC. Przez pierwsze 5 min rejestrowano zamieranie (,,zamieranie poczatkowe”) i USV. Nastepnie
szczur otrzymywat 1, 6 lub 10 par bodzca wyodrebnionego (BW, ang. cue) i bolowego w uktadzie: 20 s biatego
$wiatla LED oraz 1 s bodzca elektrycznego podanego na tapy przez prety w poditodze (1 mA). Oba bodzce
konczyly si¢ w tym samym momencie, po czym rozpoczynata si¢ przerwa mi¢dzy probami o losowej dtugosci od
180 s do 300 s ($rednio 240 s; por. Lindquist i wsp. (2004)). W efekcie sesja treningu FC roznita si¢ migdzy
grupami dtugoscia: 9 min dla grupy poddanej jednej probie warunkowania (1-P), 31 min dla grupy poddanej
sze$ciu probom (6-P) i 48 min dla grupy poddanej dziesigciu probom (10-P). Dla kazdej grupy warunkowane;j
zastosowano niewarunkowang grup¢ kontrolng (0-P), ktorej sesja w klatce do warunkowania przebiegata wedtug
takiego samego schematu, jednak bez podawania bodZcow bolowych. C. Dzief 3 — sesja odtwarzania sygnatow
Z gloénika (Rozdz. 3.1.4 1 3.1.5). D. Dzien 4 — test FC. Przez pierwsze 5 min rejestrowano warto$ci zamierania
i emisji USV jako odpowiedzi na kontekst warunkowania (,,test kontekstu”). Nastepnie szczurowi trzykrotnie
prezentowano dodatkowo biate swiatto LED ($rednica 2,5 cm) przez 20 s w odstgpach co 5 min ($rednia z trzech
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20-sekundowych okreséw podawania BW uznano za miare¢ zamierania w te$cie kontekstu z dodatkiem BW).
Trening i test FC byly przeprowadzane przez eksperymentatora niebiorgcego udziatlu w sesji odtwarzania
dzwigkéw z glosnika.

Tab. 1. Liczebno$¢ grup zwierzat poddanych warunkowaniu strachu (FC) i odpowiadajgcych im grup kontrolnych,
ktore spedzity w klatce do FC taki sam czas, co grupa warunkowana.

Lic,zba Szczury warunkowane Szczury nie:warunkowane
prob/ (kontrole réwnoczasowe)
szokow Wistar, n SHR, n Nazwa grupy Wistar, n SHR, n Nazwa grupy
1 16 17 1-P 13 11 0-P(1)
6 22 17 6-P 11 10 0-P(6)
10 19 15 10-P 13 10 0-P(10)
razem 57 49 1-6-10-P 37 31 0-P(1-6-10)
Wistar, n SHR, n Nazwa grupy
Wszystiie 94 80 0-1-6-10-P
zwierzeta

3.14. Odtwarzanie sygnaléw ultradzwickowych z glosnika (playback):

konfiguracja sprzetu

Nastgpnego dnia po warunkowaniu (Ryc. 1) szczur byt umieszczany w indywidualnej klatce
doswiadczalnej, identycznej z klatka bytowa (wymiary 37 x 25 x 16 cm) i przenoszony do
pomieszczenia doswiadczalnego os$wietlonego Dbialtym $wiattem. W nieobecnosci
eksperymentatora i innych szczurOw w pomieszczeniu, zwierzeciu odtwarzano sygnaly
akustyczne za pomoca glosnika ultradzwickowego (Vifa, Avisoft Bioacoustics),
umieszczonego bezposrednio nad krotszym bokiem klatki i podtaczonego przetwornika
cyfrowo-analogowego (UltraSoundGate Player 116, Avisoft Bioacoustics). USV emitowane
przez szczura byly rejestrowane przez mikrofon pojemnosciowy (CM16/CMPA, Avisoft
Bioacoustics) zawieszony 33 ¢m nad srodkiem podtogi klatki i 20 cm od glo$nika i podtaczony
do wzmacniacza i przetwornika cyfrowo-analogowego (UltraSoundGate 116Hb, Avisoft
Bioacoustics). W takiej konfiguracji sprzetu sygnaly z glosnika byty nadal widoczne na
nagraniu (co pozwalato na monitorowanie odtwarzania), ale byly wyraznie stabsze niz USV
emitowane przez szczura w klatce. Zarowno do odtwarzania, jak i nagrywania sygnatow
wykorzystano oprogramowanie Avisoft Recorder USGH (wersja 4.2.28, Avisoft Bioacoustics).
Aktywnos$¢ lokomotoryczna Szczura byla rejestrowana za pomoca kamery (acA1300-60gc,
Basler AG, Ahrensburg, Niemcy) zamontowanej nad klatka oraz oprogramowania EthoVision

XT (wersja 10, Noldus, Wageningen, Holandia).
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3.1.5. Odtwarzanie sygnalow ultradzwiekowych z glo$nika (playback): schemat

Po umieszczeniu szczura w Kklatce przygotowanej wedlug opisu w Rozdz. 3.1.4 nastepowato
10 min ciszy z wlgczonym glo$nikiem (tj. szum tla o natezeniu 20,6 = 0,2 dB), po czym
odtwarzano cztery zestawy sygnatow trwajacych po 10 s, oddzielonych od siebie 5-

minutowymi przerwami (Ryc. 2C). Kazdemu szczurowi odtwarzano cztery zestawy sygnatow:

a. naturalne wokalizacje ultradzwigkowe pasma 50 kHz (USV 50-kHz): 28 sygnaly
w 3 powtdrzeniach (facznie 84 sygnaty), o czestotliwoscit od 49,2 do 73,4 kHz ($rednio
58,6 + 0,7 kHz), dtugosci 28,4 + 1,6 ms i natezeniu 31,9 + 0,6 dB, nagrane w innych
doswiadczeniach podczas interakcji spotecznych szczurdéw;

b. wygenerowane za pomoca programu SASLab Pro (wersja 5.2.14, Avisoft Bioacoustics)
tony o czestotliwosci 50 kHz (tony 50-kHz), o liczbie, czestotliwosci, dhugosci
I odstepach miedzy sygnatami nasladujacymi naturalne USV (punkt a), lecz bez
modulacji i 0 natezeniu 32,6 + 0,7 dB;

c. naturalne wokalizacje ultradzwickowe pasma 22 kHz (USV 22-kHz): 3 sygnaly
w 8 powtorzeniach (tacznie 24 sygnaly), o czestotliwosci od 21,4 do 23,0 kHz ($rednio
22,1 + 0,1 kHz), dtugosci 375,3 + 21,6 ms i natgzeniu 38,3 + 1,2 dB, nagrane w innych
doswiadczeniach podczas FC (Avisoft Bioacoustics [Internet]; c2020 Examples of rat
ultrasonic vocalizations (USV), Norwegian Rat (Rattus norvegicus), Wistar albino
strain, Males; https://avisoft.com/rodents/)

d. wygenerowane za pomocg programu SASLab Pro (wersja 5.2.14, Avisoft Bioacoustics)
tony o czestotliwosci 22 kHz (tony 22-kHz), o liczbie, czestotliwosci, dtugosci
i odstgpach migdzy sygnatami nasladujacymi naturalne USV (punkt ¢) i 0 natezeniu
43,3+ 3,0dB.

Powyzsze zestawy apetytywne (a, b) i awersyjne (c, d) byly odtwarzane szczurom w réznej
sekwencji w celu zbilansowania liczby okreslonych kolejnosci zestawow w ramach badanych
grup z tym, ze dzwieki tego samego pasma czestotliwosci, np. USV 50-kHz i tony 50-kHz,
zawsze wystepowaly po sobie. Sygnaly byly odtwarzane z czgstotliwoscig probkowania 200
kHz w formacie 16-bitowym. Poziomy cisnienia akustycznego szumu tlta i sygnalow

odtwarzania zostaly ocenione na §rodku podtogi klatki testowej, na wysokosci typowej dla

! W niniejszej rozprawie czestotliwo$é analizowanych dzwiekéw definiowana jest jako pomiar szczytowej
warto$ci czestotliwo$ci dzwieku z usrednionego widma tego dzwieku (ang. peak frequency of the averaged
spectrum), oznaczana przez program uzyty do analizy — SASLab Pro jako peak frequency(mean); skrot: mpf.
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glowy zwierzecia, zwrocone] w stron¢ glosnika. Laczna dlugos¢ sesji wynosita 1840 s.
Ze wzgledu na znikome réznice (gtéwnie w formie tendencji) miedzy odpowiedzig na sygnaty
naturalne (USV) i wygenerowane sztucznie (tony), w niniejszej rozprawie odpowiedz na tony

nie zostalta omdwiona.

3.2. Playback sygnaléow ultradzwiekowych u SHR przyjmujacych
chronicznie haloperidol

3.2.1. Warunki utrzymania zwierzat

W doswiadczeniach wykorzystano samce szczuréw szczepu SHR (n = 36). Doswiadczenia
przeprowadzono za zgoda II Lokalnej Komisji Etycznej w Warszawie (pozwolenie

nr WAW?2/018/2024). Zachowano warunki utrzymania zwierzat opisane w Rozdz. 3.1.1.

- . przyzwyczajanie PR
przyzwyczajanie przyzwyczajanie do warunkow ’b& ,b(\ ,b(‘ ’b(\ ’b(\
do miejsca do eksperymentatorow dodwiadczenia :\Q « OQ’ \F\.\{_&\é)&\{p\.

P e P

czas podawania :

haloperidolu (dni) haloperidol (0, 1 lub 2 mg/kg/d) 24 272829 32333435

I wiek szczura I l I
50-56 (dni) 57-63 80-86 87-93

Ryc. 3. Schemat chronicznego podawania haloperidolu wraz z zastosowanymi testami behawioralnymi.

3.2.2. Podawanie i monitorowanie przyjmowania roztworu leku

Haloperidol (H1512-10G, Sigma-Aldrich, St. Louis, Stany Zjednoczone) podawany byt
w wodzie do picia w dawce 1,0 mg/kg/d (grupa HALOL, n = 12) lub 2,0 mg/kg/d (grupa
HALO2, n = 12). Grupa kontrolna otrzymywata wode (grupa HALOO, n = 12). Ze wzgledu na
niskg rozpuszczalno$¢ haloperidolu w wodzie, zastosowano dwa sposoby podawania: w
jednym haloperidol byt rozpuszczany wytacznie w wodzie, w drugim — najpierw rozpuszczany
byt w niewielkiej ilosci 6% kwasu octowego, a nastgpnie w wodzie. Koncowe st¢zenie kwasu
octowego w roztworze byto znikome (0,00003%). Nie stwierdzono jednak réznic — ani w ilosci
spozyte] wody, ani w pdzniejszych analizach zachowania — stad tez w pdzniejszym opisie
roznice w sposobie podawania leku nie sg rozpatrywane. Poniewaz szczur o masie ciata 300 g
spozywa w ciaggu doby $rednio 37,6 g wody (obserwacja z innych uprzednio realizowanych
doswiadczen) przyjeto zatozenie, aby dobowa porcj¢ leku dla szczura o masie ciata 300 g
rozpuszcza¢ W 30 g wody. Roztwor byt przygotowywany codziennie, tuz przed podaniem, ktore

nastepowato w godzinach 8:00-10:00. W tym czasie butelki z poprzedniej doby byty usuwane
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z klatek i przejsciowo zastepowane butelkami z czystg wodg. Ilo$¢ niewypitych ptynéw byta
okreslana poprzez zwazenie. Podawanie haloperidolu przeprowadzano wedtug procedury
opisanej przez Schmitta i wsp. (1999). Swiezo przygotowany roztwor haloperidolu byt
rozlewany do butelek z uwzglednieniem masy ciata dwéch szczurdw przebywajacych razem
w klatce. Ilos$¢ roztworu do wypicia byta korygowana co 3 dni na podstawie pomiaru masy ciata
zwierzat. Pierwsza sesja doswiadczalna (playback) byla przeprowadzana po 23 dniach

przyjmowania haloperidolu.
3.2.3. Odtwarzanie sygnalow z glosnika (playback): schemat

Pokoj doswiadczalny przygotowano wedtug opisu umieszczonego w Rozdz. 3.1.4. Sygnaty
prezentowano wedtug opisu umieszczonego w Ro0zdz. 3.1.5, zast¢pujac opisane tam zestawy

sygnatéw nastgpujacymi:

a. naturalne USV 50-kHz: 71 sygnalow bez powtodrzen, o czestotliwosci od 45,4 do 78,1
kHz ($rednio 65,2 £ 0,8 kHz), dtugosci 43,8 = 1,6 ms i natezeniu 33,5 £ 0,6 dB, nagrane
w doswiadczeniach odpowiedzi ultradzwickowej szczuréw na USV odtwarzane
Z glosnika;

b. naturalne USV 22-kHz: 3 sygnaly w 8 powtdrzeniach (tacznie 24 sygnaty),
0 czestotliwoscei od 21,4 do 23,0 kHz (Srednio 22,1 + 0,1 kHz), dtugosci 375,3 + 21,6
ms i nat¢zeniu 38,3 £+ 1,2 dB, nagrane w innych do$wiadczeniach podczas FC (Avisoft
Bioacoustics [Internet]; ¢2020 Examples of rat ultrasonic vocalizations (USV),
Norwegian Rat  (Rattus  norvegicus), Wistar albino  strain, Males;

https://avisoft.com/rodents/)

Pierwszym zwierzeciem w doswiadczeniu byt szczur otrzymujacy wode (dawka haloperidolu
wys. 0 mg/kg/d). Kazdy z pakietow prezentowany byt dwukrotnie, a uzyskany w ten sposob
wynik z dwoch powtorzen byt podczas analizy usredniany. Podczas odtwarzania stosowano
uktad playbacku: 50-50-22-22 lub 22-22-50-50. W pierwszej sesji playbacku danego dnia
szczur zawsze styszal najpierw USV 50-kHz, a nastepnie USV 22-kHz.

3.2.4. Test otwartego pola (OF)

Test OF przeprowadzano na podstawie prac Calzavary i wsp. (2011a) oraz Osborne i wsp.
(2017). Zwierzeta umieszczano pojedynczo na dnie areny (o0 wymiarach podstawy 60 x 60 cm
1 wysokosci 35 cm), w rogu, przodem do $ciany. Kamera wideo umieszczona nad areng

rejestrowata aktywnos$¢ lokomotoryczng zwierzecia. Obraz wideo postuzyt takze do wyliczenia
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proporcji miedzy czasem spedzonym na Srodku areny (za $rodek uznano centralny kwadratowy
obszar o powierzchni rownej 66% catej areny) wzgledem czasu spedzonego przy jej §ciankach,
co stanowi wyraz poziomu lgkliwo$ci szczura (im bardziej lekliwy osobnik, tym wigcej czasu
spedza przy $cianach). Mikrofony (CM16/CMPA, Avisoft Bioacoustics) umieszczone nad
areng rejestrowaty dzwigki wydawane przez zwierzeta. Test trwat 5 min. Tq samg areng
wykorzystano do testu NOR (Rozdz. 3.2.5) oraz testu SI (Rozdz. 3.2.6); stad test OF postuzyt

takze jako etap przyzwyczajenia do warunkow panujacych podczas kolejnych czynnosci.
3.2.5. Test rozpoznawania nowego obiektu (NOR)

Test NOR przeprowadzano wedtug Osborne i wsp. (2017). Opierat si¢ on na wykorzystaniu

dwoch rodzajow obiektow: walcow wykonanych z grubego szkta lub metalu.

e Etap 1 (habituacja do obiektow). W celu zaznajomienia zwierzat z obiektami, 24 h przed
wykonaniem testu umieszczono w ich klatkach dwa walce wykonane z grubego szkla.

e Etap 2 (prezentacja znanych obiektow). Nastepnego dnia rano oba znane szczurom
obiekty umieszczano w arenie. Szczur wktadany byt do areny pojedynczo, w rogu,
przodem do $ciany, po czym swobodnie badat areng i obiekty przez 5 min.

e Etap 3 (prezentacja nowego obiektu). Po uptywie 1 h od zakonczenia Etapu 2 w arenie
umieszczano dwa obiekty: jeden znany szczurom i jeden nowy (walec metalowy).
Szczur wkiadany byt do areny tak samo jak wczesniej, po czym swobodnie badat
wnetrze areny i obiekty przez 5 min. Kamera wideo umieszczona nad areng rejestrowala

aktywnos$¢ lokomotoryczng zwierzgcia 1 jego interakcje z obiektami.
3.2.6. Test interakcji spoltecznej (SI)

Test S| przeprowadzano na podstawie Calzavary i wsp. (2011a) oraz Osborne i wsp. (2017).
Wykonywano go na dwoch szczurach z roznych miotow i roznych klatek, ale z tej samej grupy
(wcze$niej dostawaty do picia ten sam roztwor). Zwierzeta nie mialty bezposredniego kontaktu
ze soba wczesniej (na zadnym etapie doswiadczenia). Preferowano taka kolejnos¢ par,
by za kazdym razem nast¢epowaly po sobie zwierzgta z roznych grup. Szczury umieszczane
byty w arenie rownocze$nie, w odlegltosci 80 cm, w przeciwlegtych rogach, przodem do $ciany.
Kamera wideo umieszczona nad areng rejestrowata aktywnos$¢ lokomotoryczng zwierzat oraz
ich interakcje. USV byly rejestrowane za pomoca mikrofonu ultradzwickowego

umieszczonego nad areng. Test trwat 7 min.
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3.2.7. Laskotanie

Laskotanie (ang. tickling) przeprowadzono wedlug metody opisanej przez Pankseppa
i Burgdorfa (2000). Szczury umieszczane byly pojedynczo w klatce doswiadczalnej,
identycznej z domowa. Sesja taskotania przeprowadzana byta przez eksperymentatora rgka bez
zatozonej rekawiczki. Przez pierwsze 15 s eksperymentator taskotal szczura, imitujac zabawe
(kontakt przez grzbiet i przyciskanie do podtoza), a przez kolejne 15 s wodzit palcem po $cidtce
w klatce, imitujgc ucieczke. Dwa 15-sekundowe ctapy powtarzane byly na zmiane przez 2 min.
Kazdy ze szczurow poddawany byt jednej sesji askotania dziennie przez 4 dni pod rzad.
Kamera wideo umieszczona nad klatkg rejestrowata aktywno$¢ lokomotoryczng zwierzat; do

analizy wykorzystano USV zarejestrowane wylacznie ostatniego dnia.

3.3. Analiza zarejestrowanych danych

3.3.1. Analiza USV

Nagrania audio zostaty przeniesione do oprogramowania SASLab Pro (wersja 5.2.14, Avisoft
Bioacoustics), gdzie na ich podstawie, z wykorzystaniem szybkiej transformacji Fouriera
(dtugos¢ FFT 512, ramka 100%, okno FlatTop i 75% naktadki czasowej), tworzono
spektrogramy o wysokiej rozdzielczosci (rozdzielczos¢ czestotliwosci: 391 Hz; rozdzielczos¢
czasowa: 0,64 ms). Ultradzwigki na spektrogramach zostaty oznaczone rgcznie. Minimalny
czas trwania pojedynczego zaznaczonego elementu wynosit 1 ms. Do analizy wykorzystano
wartos$ci czestotliwosci i czasu trwania elementu (dhugosci), mierzone automatycznie przez
oprogramowanie. Na podstawie tych wartosci USV zostaly przypisane do jednej z trzech
kategorii: 50-kHz (czestotliwos¢ >32 kHz), krotkie 22-kHz (czestotliwos$¢ od 18 do 32 kHz,
dhugos¢ <0,3 s) i dhugie 22-kHz (czestotliwos¢ od 18 do 32 kHz, dtugosc >0,3 s).

3.3.2. Analiza zamierania

Ocena zamierania zostala przeprowadzona automatycznie przez oprogramowanie Video Freeze
(Med Associates) za pomocg liniowej metody oceny epizodéw, w ktorych ruch zwierzecia,
tj. zmiana pikseli migdzy klatkami nagrania wideo, byt ponizej ustalonego progu ruchu
wynoszacego 18 (domyslne ustawienia pozwalajace odfiltrowaé ruchy oddechowe) i trwat

co najmniej 30 klatek wideo, tzn. 1 s.
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3.3.3. Analiza obrazu wideo

W analizie wideo sesji odtwarzania sygnatow z glosnika, OF i NOR wykorzystano
zautomatyzowany system $ledzenia wideo (Ethovision XT, wersja 10, Noldus). Jako punkt
odniesienia do pomiaréw aktywnos$ci lokomotorycznej wybrano centrum ksztattu kazdego
zwierzecia. Na tej podstawie liczono catkowity dystans przebyty [cm] i predko$é zwierzgcia

[cm/s]. Dodatkowo mierzono takze:

e podczas sesji odtwarzania sygnatow z glo$nika: czas spedzony w potowie klatki blizszej
glosnikowi [% catego czasu spedzonego w klatce];

e W tescie OF: czas spedzony w $rodku oraz przy $cianach areny [% catego czasu
spedzonego w arenie];

e W tescie NOR: czas spedzony na badaniu poszczegodlnych obiektow [% czasu badania
obiektéw]; za badanie obiektu uznano te sytuacje, gdy nos szczura znajdowat si¢ w
odlegtosci przynajmniej 5 cm od obiektow; wspinanie sie na obiekt nie byto uznawane
za jego badanie; zachowanie szczura analizowano do momentu az spedzit on tgcznie 10
s na badaniu obiektow lub przez cata sesj¢ (5 min) — w przypadku niespetnienia tego

warunku.

W testach OF i Sl oceniano takze zachowanie szczurOw za pomoca wizualnej analizy wideo z
wykorzystaniem programu BehaView (wersja 0.0.23, dr P. Boguszewski, www.pmbogusz.net).
Po recznym oznaczeniu badanych zachowan, liczono: latencj¢ do pojawienia si¢ zachowania,
liczbe wystapien zachowania i czas trwania danego zachowania. W tescie OF oznaczano: stojki,
pielegnacje sierSci, podskoki, mikcje 1 defekacje. W teScie S| oznaczano: interakcj¢ bierng
(przebywanie pary zwierzat w odleglosci przynajmniej 5 cm od siebie), interakcj¢ aktywna

(zwierzeta obwachujg si¢ lub czynnie dotykajg), podazanie (gdy jeden szczur idzie za drugim).
3.3.4. Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg oprogramowania Statistica (wersja 7.1,
StatSoft, Tulsa, Stany Zjednoczone) oraz GraphPad Prism (wersja 8.4.3, GraphPad Software,
San Diego, Stany Zjednoczone). Wykresy wykonano w programie GraphPad Prism (wersja
8.4.3, GraphPad Software).

Wartosci liczbowe w tek$cie podawane sg jako $rednia z blgdem standardowym S$redniej
($rednia = SEM) lub jako mediana z rozstgpem migedzykwartylnym [mediana (IQR 25%—75%)]

(IQR, ang. interquartile range).
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Wykresy pudetkowe, rysowane metodg Tukeya, przedstawiaja mediang (linia $rodkowa
pudelka) z pierwszym i trzecim kwartylem (dolna i gorna krawedz pudetka). Wasy zostaty
wyznaczone na podstawie kalkulacji rozstgpu miedzykwartylnego, czyli odlegtosci migdzy
pierwszym a trzecim kwartylem (tj. dolng i gorng krawedzig pudetka). Aby wykresli¢ gorny
was, do wartosci trzeciego kwartyla dodano 1,5 % IQR. Jezeli uzyskana wartos¢ byta rowna lub
wyzsza niz warto$¢ maksymalna w zbiorze danych, was wykreslono wtasnie do niej. Jezeli byta
nizsza, dlugos¢ wasa wykreslono na wysokosci trzeciego kwartyla + 1,5 x IQR; dodatkowo
jezeli w zbiorze pojawily si¢ wartoSci powyzej tego punktu, zostaly one narysowane
indywidualnie i1 byly traktowane jako wartosci odstajace. Aby wykresli¢ dolny was,
postepowano analogicznie (McGill i wsp., 1978; Krzywinski i Altman, 2014).

Wykresy przedstawiajace przebieg w czasie przedstawiajg warto$¢ srednig =+ SEM dla
interwatow trwajacych 10 s. W cze$ci opisdw poswigconym wilasciwosciom zarejestrowanych
USV (ich liczbie, dtugosci i czestotliwosci) analizie poddano czas obejmujacy 10 s odtwarzania

sygnatu oraz 110 s nastepujace bezposrednio po nim, tj. tagcznie 120 s.
W analizie statystycznej wykorzystano testy nieparametryczne:

- Wilcoxona (ang. Wilcoxon matched-pairs signed-rank test) dla poréwnan dwoch
warto$ci zaleznych;

- Manna-Whitneya (ang. Wilcoxon rank sum test) dla poréwnan dwoch wartosci
niezaleznych;

- Friedmana (ang. Friedman ANOVA) dla porownan wielu wartosci zaleznych;

- Kruskala-Wallisa dla porownan wielu warto$ci niezaleznych;

- Fishera dla poréwnan warianc;ji;

- Spearmana dla korelacji.
W kazdym z przypadkow wykonano test dwustronny. Za prog istotnosci uznano p < 0,05.

Na podstawie oceny poczatkowego poziomu wokalizowania przed warunkowaniem (Ryc. 4E)
dwa szczury Wistar z grupy 6-P zostaly wykluczone z analizy, gdyz liczba ich USV zostata
uznana za warto$¢ odstajaca od zbioru w obu zastosowanych metodach wykrywania takich
warto$ci (> 75 percentyl + 1,5 x IQR oraz > 3x odchylenie standardowe). Jednakze kazdy

istotny poziom p zostal zweryfikowany jako obecny z uwzglednieniem tych dwoch szczurow.
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4. Wyniki

Ponizej przedstawiono: wptyw zastosowania roznej liczby bodzcow bolowych (w ramach FC;
Rozdz. 4.1), uzycia szczepu SHR (Rozdz. 4.2) i podawania haloperidolu szczurom SHR
(Rozdz. 4.3) na odpowiedz badanych zwierzat na playback USV. Wyniki umieszczono na Ryc.
4-22 i w Tab. 2-6, a szczegdtowe wyniki analiz statystycznych —w Tab. S1-S22 (Rozdz. 8).

Tak samo jak w publikacji Olszynskiego i wsp. (2020), odpowiedz behawioralna szczuréw na
playback naturalnych USV i sztucznych tonéw o podobnych wilasciwosciach akustycznych
byta bardzo zblizona. Dlatego tez w pracy omawiane beda tylko obserwacje poczynione w
ramach odtwarzania USV. Wyniki pomiaru HR nie zostaty przedstawione w ramach niniejszej

rozprawy; ich szerszy opis znajduje si¢ w publikacjach Olszynskiego i wsp. (2021; 2023a).

Wiele obserwacji, dokonanych w ramach badan przeprowadzonych w niniejszej rozprawie
i odnoszacych si¢ do zachowania szczurow w odpowiedzi na playback sygnatow
ultradzwigkowych, byto analogicznych do opublikowanych poprzednio w pracy Olszynskiego
i wsp. (2020). Podobne obserwacje zostaly zestawione w Tab. 2. W szczegdlnosci: odtwarzanie
USV 50-kHz powodowalo wzrost aktywno$ci lokomotorycznej w trakcie playbacku
u szczurow Wistar (Ryc. 5A-16A; Tab. S9a; Tab. 2, Ip. 1) i w potowie grup SHR (Tab. S10a;
Tab. 2, Ip. 1). Z kolei w odpowiedzi na playback USV 22-kHz szczury obnizaty aktywnos¢
lokomotoryczng po jego zakonczeniu (u wigkszosci grup szczuréw Wistar, Tab. S9a, i SHR,

Tab. S10a; Tab. 2, Ip. 2).

Po playbacku USV 50-kHz zaréwno szczury Wistar (Ryc. 5C-9C, Tab. S7b), jak i SHR (Ryc.
10C-14C, Tab. S8b) spedzaty wiecej czasu w potowie klatki z glosnikiem (Wistar, Tab. S9b;
SHR, Tab. S10b; Tab. 2, Ip. 3). Po odtwarzaniu USV 22-kHz zachowanie to opisano
u wiekszosci szczurow Wistar poddanych FC i u niektorych grup kontrolnych (Tab. S9b; Tab.
2, Ip. 4); w przypadku SHR playback USV 22-kHz powodowat zblizanie si¢ do glosnika
wylacznie szczurow poddanych FC (Tab. S10b; Tab. 2, Ip. 4). Nie odnotowano réznic W czasie
spedzonym w potowie klatki z glosnikiem miedzy szczurami poddanymi FC a kontrolnymi
(Tab. S2cd-S6cd).

Playback USV 50-kHz wywotywatl odpowiedz ultradzwiekowsg szczurow Wistar (Ryc. SE-9E;
Tab. S7c, S9¢) i SHR (Ryc. 10E-14E; Tab. S8c, S10c; Tab. 2, Ip. 5). Natomiast jedynie
U szczurow Wistar w wiekszosci grup odnotowano wzrost emisji USV po playbacku USV

22-kHz (Ryc. 5F-9F; Tab. S7c, S9c; Tab. 2, Ip. 6). Stwierdzono takze wyrazng i dlugotrwata
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roznice liczby USV po odtwarzaniu USV 50-kHz vs 22-kHz u wszystkich szczurow Wistar
(0-P(1-6-10) i 1-6-10-P; Tab. S14a) i SHR (0-P(1-6-10); Tab. S14b; Tab. 2, Ip. 7).

Tab. 2. Porownanie podobiefistw w wynikach do§wiadczen z wykorzystaniem playbacku wykonanych w ramach
rozprawy z opisanymi wcze$niej przez nas w publikacji Olszynskiego i wsp. (2020). Znak ,,+” oznacza wynik
opisany w iScience lub zgodny z iScience, istotny statystycznie; ,,(+)” oznacza wynik zgodny z iScience,
nieznamienny statystycznie; ,,— oznacza wynik niezgodny z iScience; iScience — publikacja Olszynskiego i wsp.
(2020), Brain Sciences — publikacja Olszynskiego i wsp. (2021), Prog Neuropsychopharm Biol Psychiatry —
publikacja Olszynskiego i wsp. (2023a), w przypadku wiersza 8. nie wykonano analizy statystycznej.

Prog Neuropsychopharm

iScience Brain Sciences Biol Psychiatry

Lp. Wynik/obserwacja Wistar szczury Wistar SHR

brak FC | 0P | 1-P | 6-P | 10-P | O-P | 1-P | 6-P | 10-P

Szczury poruszaly si¢ szybciej w czasie

L | odtwarzania USV 50-kHz * + + + s I GO + (4
Szczury poruszaty si¢ wolniej po

2| odtworzeniu USV 22-kHz + + + + + + + + +

3 Odtwarzanie USV 50-kHz powodowato + + + + 4 . . . .

podchodzenie do glosnika

Odtwarzanie USV 22-kHz w
4, mniejszym stopniu powodowato + + (+) + + + (+) + +
podchodzenie do glosnika

Szczury emitowaty wigcej USV po

> playbacku USV 50-kHz niz przed * * * * * * * * *
Szczury emitowaty wigcej USV po _ . . .

6 playbacku USV 22-kHz niz przed * * * * *
Szczury emitowaty wigecej USV w

7 odpowiedzi na playback 50- niz 22-kHz * * * * * * * * *
Szczury emitowaty gtownie USV 50-

8| kHz na playback USV 50-kHz i 22-kHz | T S R Y A A I
Playback USV 50-kHz powodowat _ _ _ _

% wzrost HR * * * *) *)
Playback USV 22-kHz powodowat

10- 1 Gbnizenic HR + + (+) + (+) + + + +
Roéznica w HR pomigdzy playbackiem

11. | USV 50-kHz a 22-kHz utrzymywata si¢ + + — — — + + +

przez co najmniej 1 min od jego startu

46



Wyniki

4.1. Wplyw doswiadczen nabytych: efekt FC

Szczury poddano FC o roznej liczbie bodzcow bodlowych, aby sprawdzié, jak dotkliwo$é
doswiadczen awersyjnych wptynie na zachowanie tych zwierzat. W ramach doswiadczen
kontrolnych zbadano zachowanie szczuréw przed otrzymaniem bodzcow bolowych. Nastepnie
zbadano zamieranie podczas treningu i testu FC, aby oceni¢ skuteczno$¢ warunkowania, a takze

emitowane w tym czasie USV.

Poddanie szczurow Wistar treningowi FC powodowato wzrost zamierania i zwigkszenie liczby
emitowanych USV 22-kHz w poréwnaniu do czasu przed podaniem pierwszego bodzca
bolowego. Tuz przed treningiem warunkowania szczury Wistar z wszystkich czterech grup
wykazywaty podobny poziom zamierania (Ryc. 4A), jak i emitowaty podobng liczbe USV
(Ryc. 4E). U szczurdw z grupy 1-P, 6-P i 10-P w tescie warunkowania, czyli 1 dzien po sesji
odtwarzania dzwickow, stwierdzono wzrost zamierania wraz z liczbg podanych szokow

elektrycznych (p < 0,0001, Wilcoxon; Tab. Sla).

Zbadano liczbe i wlasciwosci USV emitowanych podczas treningu i testu FC, w celu uzyskania
informacji o potencjalnym stanie emocjonalnym zwierzat. W sesji treningu FC 44 na 57
(77,2%) szczuréw Wistar emitowato dtugie USV 22-kHz (Tab. 3). W tescie liczba ta wynosita
38 na 57 (66,7%) zwierzat. Odsetki dla poszczegélnych grup byly nastgpujace: 62,5%
w treningu FC i 43,8% w tescie dla szczurow 1-P, 86,4% w treningu FC i 72,7% w tescie dla
6-P i 78,9% w treningu FC i tescie dla 10-P. Diugie USV 22-kHz szczuréw poddanych FC
miaty: 874,9 £ 40,3 ms dlugosci, 25,6 + 0,2 kHz czgstotliwosci a latencja do emisji pierwszego
USV wynosita 420,9 + 33,6 s (Tab. 3).

Szczury Wistar emitowaty takze krotkie USV 22-kHz zar6wno podczas treningu, jak i testu
FC. Te USV, w przeciwienstwie do dtugich USV 22-kHz, pojawialy takze w grupie kontrolnej,
odpowiednio u 36 na 37 (97,3%) zwierzat w trakcie treningu FC i u 35 na 37 (94,6%) podczas
testu FC. W przypadku szczurdéw, ktore otrzymaly bodzce bolowe, krotkie USV 22-kHz
pojawity sie u 15 na 16 (93,8%) w treningu FC, 16 na 16 (100%) w tescie dla grupy 1-P; 22 na
22 (100%) w treningu FC, 16 na 22 (72,7%) w tescie dla 6-P; 19 na 19 (100%) w treningu FC,
17 na 19 (89,5) w tescie dla 10-P. Emitowane krotkie USV 22-kHz w trakcie treningu FC miaty
nastepujace wlasciwosci: 17,2 £ 1,0 ms dlugosci, 25,6 + 0,2 kHz czestotliwosci 1 91,7 £ 17,6 s
latencji do emisji pierwszego USV dla grupy kontrolnej oraz 90,8 + 8,2 ms dlugosci, 26,1 +
0,2 kHz czestotliwosci 1 210,3 + 29,2 s latencji do emisji pierwszego USV dla wszystkich

szczurow otrzymujacych bodziec bolowy (Tab. 4).
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Charakterystyka poczatkowa i efektywnos¢ warunkowania

33 przed warunkowaniem 33 test (kontekst) =3 test (kontekst + BW)
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Ryc. 4. Charakterystyka poczatkowa szczuré6w Wistar i SHR przed poddaniem ich warunkowaniu strachu
| FC (ABCEF) oraz efektywnos¢ tego warunkowania (ABCD). Pomiar wartosci poczatkowych (przed
warunkowaniem) zostat wykonany w ciggu pierwszych 5 min sesji warunkowania, tj. w klatce do warunkowania
przed prezentacja bodzcow. (AB) Zamieranie poczatkowe (przed warunkowaniem), w tescie kontekstu oraz
w tescie kontekstu z prezentowanym dodatkowo bodzcem wyodrebnionym (BW) u szczuréw Wistar (A) i SHR
(B). (CD) Zmiana stopnia zamierania migdzy testem kontekstu z prezentowanym BW a warto$ciami
poczatkowymi przed warunkowaniem (C) oraz migdzy testem kontekstu z prezentowanym BW a testem samego
kontekstu (D). Pozioma wypunktowana linia oznacza warto$¢ zero (brak zmiany). (EF) Liczba wszystkich USV
(E) oraz krotkich USV 22-kHz (F) emitowanych przed warunkowaniem. Jeden znak (*, #, $, 1, lub 1) p < 0,05;
dwa znaki p < 0,01; trzy znaki p < 0,001; * Mann-Whitney; # Wilcoxon; $ Mann-Whitney vs analogiczny punkt
na wykresie A; + Mann-Whitney vs Wistar, grupa 0-P; £ Mann-Whitney vs SHR 0 Prob. Liczebno$¢ grup: Wistar
0 Prob, n = 37; Wistar 1-P, n = 16; Wistar 6-P, n = 22; Wistar 10-P, n =19; SHR 0 Préb, n=31; SHR 1-P, n = 17,
SHR 6-P, n = 17; SHR 10-P, n = 15. Analiza statystyczna zostata zamieszczona w Tab. S1.
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Tab. 3. Charakterystyka dtugich USV 22-kHz emitowanych przez szczury Wistar i SHR podczas sesji treningu
warunkowania strachu (FC) i testu warunkowania; liczba USV — liczba dlugich USV 22-kHz, érednia dla
wszystkich szczuréw; liczba USV (22+) — liczba dlugich USV 22-kHz, s$rednia wylacznie dla szczurow
emitujacych te klase USV; liczba szczurdéw — liczba szczuréw emitujacych dhugie USV 22-kHz. Gdy tylko jeden
szczur w grupie emitowat dtugie USV 22-kHz, uzyskane warto$ci s3 podane w nawiasach kwadratowych. Fisher
(dla liczby szczuréw), Mann-Whitney (pozostate poréwnania), b.d. — brak danych. Liczebnos¢ grup (Wistar): 0-P,
n=37; 1-P, n = 16; 6-P, n = 22; 10-P, n = 19; 6-10-P, n = 39; 1-6-10-P, n = 57. Liczebnos¢ grup (SHR): 0-P, n =
31; 1-P,n =17; 6-P, n = 17; 10-P, n = 15; 6-10-P, n = 32; 1-6-10-P, n = 49.

Wistar I SHR I warto$¢ p Wistar | SHR | warto$¢ p
trening FC test FC
A. Grupy kontrolne, 0-P
liczha USV 0,1+0,1 0,0+0,0 >0,9999 0,2+0,2 0,0+0,0 >0,9999
dlugos¢ [ms] [1191,5] b.d. [598,0] b.d.
mpf [kHz] [29,0] - b.d. [25,8] - b.d.
latencja [s] [117,7] - b.d. [0,3] - b.d.
liczba szczurow 1/37 (2,7%) 0/31 (0,0%) 1,0000 1/37 (2,7%) 0/31 (0,0%) 1,0000
B. Grupy, ktore otrzymaly 1 probe warunkowania, 1-P
liczba USV 92,8+231 0,0+0,0 <0,0001 96,6 + 40,8 0,0+0,0 <0,0001
dtugo$¢ [ms] 859,7 +70,8 - b.d. 7852 +92,7 b.d.
mpf [kHz] 24304 - b.d. 246+0,6 - b.d.
latencja [s] 336,5+4,3 - b.d. 223,9 £ 66,7 - b.d.
liczba szczuréw 10/16 (62,5%) 0/17 (0,0%) 0,0001 7/16 (43,8%) 0/17 (0,0%) 0,0027
C. Grupy, ktore otrzymaly 6 prob warunkowania, 6-P
liczba USV 602,7 +125,2 21,8+18,2 <0,0001 288,6 £ 82,2 12,0+£12,0 <0,0001
dlugos¢ [ms] 903,5+75,8 572,7 £ 59,6 0,0688 993,3+117,8 [499,6] b.d.
mpf [kHz] 26,0+0,3 23,113 0,0403 25204 [24,4] b.d.
latencja [s] 428,0 +62,9 1086,5 + 319,4 0,0208 244,3 £50,5 [353,8] b.d.
liczba szczuréw 19/22 (86,4%) 3/17 (17,6%) <0,0001 16/22 (72,7%) 1/17 (5,9%) <0,0001
D. Grupy, ktére otrzymaly 10 préb warunkowania, 10-P
liczha USV 736,5 + 155,2 321,9+1273 0,0341 289,9 £ 63,7 0,0+0,0 <0,0001
dhugos¢ [ms] 848,9 + 54,6 643,3 24,7 0,0110 900,4 + 53,3 b.d.
mpf [kHz] 258+0,4 25,4 +0,7 0,6768 24,6 +0,3 - b.d.
latencja [s] 470,0 £ 56,6 1410,4 + 247,2 0,0011 240,5 £ 30,5 - b.d.
liczba szczuréw 15/19 (78,9%) 6/15 (40,0%) 0,0337 15/19 (78,9%) 0/15 (0,0%) <0,0001
E. Grupy, ktore otrzymaly 6 lub 10 préb warunkowania, 6-10-P
liczha USV 664,7 +97,7 162,5 + 65,1 <0,0001 289,2+52,4 6,4+6,4 <0,0001
liczba USV (22+) 801,6 + 103,1 577,7 +168,8 0,3811 382,5+60,5 [204] b.d.
dtugosé [ms] 879,4 +48,3 619,8 + 26,2 0,0012 948,4 £ 65,5 [499,6] b.d.
mpf [kHz] 259+0,2 24,6 +0,7 0,0981 249+0,2 [24,4] b.d.
latencja [s] 4457 £42,6 1302,4 +192,0 <0,0001 242,5+29,5 [353,8] b.d.
liczba szczurdw 34/41 (82,9%) 9/32 (28,1%) <0,0001 31/41 (75,6%) 1/32 (3,1%) <0,0001
F. Grupy, ktore otrzymaly 1, 6 lub 10 préb warunkowania, 1-6-10-P
liczba USV 504,2 +78,3 106,1 + 43,8 <0,0001 235,2 40,9 42+42 <0,0001
liczba USV (22+) 653,1 + 89,8 577,7 +168,8 0,9310 352,7 51,7 [204] b.d.
dhugos¢ [ms] 874,9 +40,3 619,8 + 26,2 0,0007 918,3 £ 56,6 [499,6] b.d.
mpf [kHZz] 256+0,2 246 +£0,7 0,2267 248+0,2 [24,4] b.d.
latencja [s] 420,9 £ 33,6 1302,4 £192,0 <0,0001 239,0 £26,6 [353,8] b.d.
liczba szczuréw 44/57 (77,2%) 9/49 (18,4%) <0,0001 38/57 (66,7%) 1/49 (2,0%) <0,0001
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Tab. 4. Charakterystyka krétkich USV 22-kHz emitowanych przez szczury Wistar i SHR podczas treningu
warunkowania strachu (FC) i testu warunkowania; liczba USV — liczba krétkich USV 22-kHz emitowanych przez
wszystkie szczury; liczba szczurdéw — liczba szczurdéw emitujacych krotkie USV 22-kHz; liczba szczuréw >300 s
— liczba szczuréw z latencjg pierwszego krotkiego USV 22-kHz wyzsza niz okres poczatkowy (300 s), tj. liczba
szczurow z pierwszym krétkim USV 22-kHz emitowanym po co najmniej jednym bodZcu elektrycznym (w sesji
treningu FC) lub bodZcu wyodrebnionym (BW, w sesji testowej). Fisher (dla liczby szczuréw i liczby szczuréw
>300), Mann-Whitney (pozostate poréwnania). Liczebno$¢ grup (Wistar): 0-P, n = 37; 1-P, n = 16; 6-P, n = 22;
10-P, n =19; 6-10-P, n = 39; 1-6-10-P, n = 57. Liczebnos¢ grup (SHR): 0-P, n = 31; 1-P, n = 17; 6-P, n = 17; 10-P,
n =15; 6-10-P, n = 32; 1-6-10-P, n = 49.

Wistar | SHR | wartosé p Wistar SHR | wartosé p
trening FC test FC
A. Grupy kontrolne, 0-P
liczba USV 16,2+2,2 41,8+6,4 <0,0001 112+16 251+35 <0,0001
dhugos¢ [ms] 17210 175+0,8 0,5931 15,7+272 17,1+0,9 0,0042
mpf [kHz] 25,6 £0,2 26,4+0,2 0,0360 259+0;3 26,1+0,3 0,4903
latencja [s] 91,7+ 17,6 349+83 0,0004 105,6 +19,5 57,0+ 12,7 0,0239
liczba szczuréw 36/37 (97,3%) 31/31 (100,0%) 1,0000 35/37 (94,6%) 31/31 (100,0%) 0,4965
B. Grupy, ktére otrzymaly 1 prébe warunkowania, 1-P
liczba USV 14,3 +3,3 229110 >0,9999 444 + 33,1 17,0+3,0 0,1479
dhugos¢ [ms] 68,0 £13,5 18,4+1,3 0,0004 64,7+ 18,4 212+14 0,6827
mpf [kHz] 257+0,4 26,3£0,5 0,3903 251+05 256+0,6 0,5814
latencja [s] 115,7 + 28,2 23947 0,0007 253,8+£57,9 108,3 £ 40,9 0,0025
liczba szczuréw 15/16 (93,8%) 17/17 (100,0%) 0,4848 16/16 (100,0%) 17/17 (100,0%) 1,0000
C. Grupy, ktore otrzymaly 6 prob warunkowania, 6-P
liczba USV 52,7 +16,7 68,1 +11,6 0,0356 33,3+20,3 155+41 0,3072
dtugos$¢ [ms] 103,8 £14,5 30,747 0,0004 104,0+19,1 275+99 0,0168
mpf [kHz] 26,3+0,3 256+0/4 0,2127 26,0+0,7 258+0,4 0,9858
latencja [s] 261,1+49,8 58,0 £ 36,6 <0,0001 398,7+81,6 106,8 + 39,1 0,0012
liczba szczurow 22/22 (100,0%) | 17/17 (100,0%) 1,0000 16/22 (72,7%) 17/17 (100,0%) 0,0267
D. Grupy, ktoére otrzymaly 10 prob warunkowania, 10-P
liczba USV 88,4 £22,5 615+9,9 0,7645 28,9+14,7 9,7+21 0,8437
dhugos¢ [ms] 93,6 +13,6 60,6 +13,9 0,1196 1150+ 14,2 179+18 <0,0001
mpf [kHz] 26,1+0,5 26,3+0,3 0,6812 252+0,5 255+0,5 0,7095
latencja [s] 226,1+57,4 38,6+9,6 0,0275 458,5+78,1 159,5 + 69,4 0,0008
liczba szczurow 19/19 (100,0%) | 15/15 (100,0%) 1,0000 17/19 (89,5%) 15/15 (100,0%) 0,4920
E. Grupy, ktore otrzymaly 6 lub 10 préb warunkowania, 6-10-P
liczba USV 69,2139 650+7,6 0,0843 31,3+£12,7 128+24 0,3590
dhugos¢ [ms] 99,1+9,9 447+7,4 0,0002 109,6 + 11,6 23,0+5,3 <0,0001
mpf [kHz] 26,2+0,3 259+0,3 0,6170 256+04 25,7%0,3 0,7620
latencja [s] 2449 +373 48,8 +19,8 <0,0001 429,5+558 131,5+38,2 <0,0001
liczba szczurow >300s | 16/41 (39,0%) 1/32 (3,1%) 0,0002 21/41 (51,2%) 5/32 (15,6%) <0,0001
liczba szczuréw 41/41 (100,0%) | 32/32 (100,0%) 1,0000 33/41 (80,5%) 32/32 (100,0%) 0,0029
F. Grupy, ktore otrzymaly 1, 6 lub 10 préb warunkowania, 1-6-10-P
liczba USV 53,8 +10,5 50,4 + 6,8 0,2440 350+129 143+19 0,1611
dhugosé [ms] 90,8 +8,2 355+5,1 <0,0001 95,0 £10,2 224 +35 <0,0001
mpf [kHz] 26,1+0,2 26,0+0,2 0,8768 254+0,3 25,6 +0,3 0,5138
latencja [s] 210,3+29,2 40,1+13,0 <0,0001 372,2+434 123,4 + 28,5 <0,0001
liczba szczuréw >300's | 17/57 (29,8%) 1/49 (2,0%) <0,0001 25/57 (43,9%) 6/49 (12,2%) 0,0005
liczba szczurow 56/57 (98,2%) | 49/49 (100,0%) 1,0000 49/57 (86,0%) 49/49 (100,0%) 0,0070
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4.1.1. Wplyw FC na zachowanie szczurow Wistar podczas playbacku USV

Wptyw podania bodZcoéw bolowych w trakcie treningu FC na pdzniejsze zachowanie szczurow
zbadano poprzez odtwarzanie im sygnatow ultradzwickowych pasma 50 i 22 kHz, podczas

ktorego rejestrowano zachowanie zwierzat i emitowane USV.

4.1.1.1. Warunkowane szczury Wistar cechowala wigksza aktywnos$¢ lokomotoryczna po

odtwarzaniu USV 50-kHz niz szczury kontrolne

Maksimum aktywnos$ci lokomotorycznej obserwowane podczas odtwarzania USV 50-kHz byto
wyzsze u szczuréw Wistar poddanych warunkowaniu niz u szczuroOw niewarunkowanych
(Ryc. 5A-9A). Roznica ta byla obserwowana migdzy wszystkimi niewarunkowanymi
szczurami (0-P(1-6-10); 2,62 + 0,24 cm/s) a wszystkimi warunkowanymi szczurami (1-6-10-
P; 3,47 £ 0,21 cm/s; p = 0,0095; Ryc. 9A, Tab. S6a) oraz migdzy 0-P(6-10) (2,64 + 0,33 cm/s)
a 6-10-P (3,57 £ 0,28 cm/s; p = 0,0163, Mann-Whitney; Ryc. 8A, Tab. S5a).

4.1.1.2. Warunkowane szczury Wistar wykazywaly glebsze ograniczenie aktywnos$ci

lokomotorycznej po odtwarzaniu USV 22-kHz niz szczury kontrolne

W sytuacji odtwarzania sygnatdéw pasma 22 kHz (Ryc. 5B-9B), u szczuréw Wistar
obserwowano zmniejszenie przebytego dystansu natychmiast po odtworzeniu sygnatu, tzn.
réznicg w aktywnosci lokomotorycznej miedzy przedzialem czasu ,,10 s a ,,0 s”. Rdznica ta
byta wicksza u zwierzat warunkowanych; przyktadowo, dla odtwarzania USV 22-kHz wynosita
1,02 + 0,21 cm/s (1-6-10-P) w poréwnaniu z 0,39 + 0,21 cm/s w grupie kontrolnej (p = 0,0525,
Mann-Whitney).

4.1.1.3. Szczury Wistar poddane FC wokalizowaly cze$ciej, dluzej i wyzej niz grupy

kontrolne

USV 50-kHz emitowane przez szczury Wistar w odpowiedzi na odtwarzanie USV 50-kHz byty
dhuzsze (27,7 + 1,0 ms) i mialy wyzsza czestotliwos¢ (61,0 = 0,7 kHz) niz USV 50-kHz
emitowane w odpowiedzi na odtwarzanie USV 22-kHz (odpowiednio: 25,3 £ 2,4 ms,
p <0,0001; 58,6 + 1,0 kHz; 0-1-6-10-P, p < 0,0001; Wilcoxon).

Szczury Wistar z r6znych grup wykazywaly r6zng liczbe, dtugos¢ 1 czestotliwos¢ emitowanych
USV. Stwierdzono efekt grupy dla catkowitej liczby USV (p = 0,0407; Kruskal-Wallis; Tab. 5)
i liczby USV 50-kHz wyemitowanych podczas i po odtwarzaniu USV 50-kHz (p = 0,0419;
Kruskal-Wallis; Tab. 5). Ponadto zaobserwowano efekt grupy dla dtugosci USV 50-kHz
emitowanych podczas pierwszych 10 min ciszy (p = 0,0346; Kruskal-Wallis; Tab. 5). Szczury
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Wistar poddane FC wokalizowaty wigcej niz zwierzgta kontrolne przez catg sesj¢ odtwarzania,
podczas 10 min wstgpnej ciszy oraz po wszystkich odtwarzanych sygnatach. Przyktadowo,
szczury kontrolne 0-P(1-6-10) emitowaty 41,2 + 7,1 USV podczas i po odtwarzaniu USV
50-kHz, podczas gdy wszystkie szczury poddane FC (1-6-10-P) emitowaty 82,3 + 10,3 USV
(p = 0,0275, Mann-Whitney; Tab. 5).

Ponadto USV 50-kHz emitowane przez szczury Wistar poddane FC byly dluzsze, np. podczas
10-minutowego okresu rozpoczynajacego sesje (21,6 s + 1,4 ms w grupie 1-6-10-P vs 15,7 +
1,7 ms u szczuréw kontrolnych; p = 0,0025; Mann-Whitney; Tab. 5). Cechowaty si¢ takze
wyzszg czestotliwo$cig; wartos¢ ta byta wyzsza w analizie calej sesji playbacku, pierwszych 10
min oraz odpowiedzi na wszystkie cztery sygnaly, lecz w wigkszo$ci poroéwnania nie

przekraczaty progu istotnosci (Tab. 5).
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Tab. 5. Porownanie liczby USV réznych typow oraz wlasciwosci USV 50-kHz emitowanych podczas catej sesji
playbackowej, pierwszych 10 min ciszy oraz podczas odtwarzania sygnatéw (tj. w czasie 10-sekundowego
odtwarzania i przez nastgpujace po nim 110 s) u szczuréw Wistar kontrolnych (niewarunkowanych) oraz
warunkowanych; mpf — czestotliwo$¢; kategorie USV: 50-kHz (mpf > 32 kHz), krotkie 22-kHz (mpf 18-32 kHz,
dhugos¢ <0,3 s), diugie 22-kHz (18-32 kHz, >0,3 s); podkreslone: efekt grupy wykazany za pomocg testu
Kruskala-Wallisa; * p < 0,05; ** p < 0,01, rdéznice miedzy grupg warunkowana a odpowiadajaca jej grupa
kontrolng; # p < 0,05, r6znica mi¢dzy grupami 1-P a 10-P, Mann-Whitney. Grupy (Wistar): 0-P, n = 37; 1-P,
n = 16; 6-P, n = 20; 10-P, n = 19; 6-10-P, n = 39; 1-6-10-P, n = 55.

grupa liczba USV wlasciwosci USV 50-kHz
wszystkie 50 kHz lz(g?lill(—:i dlugie 22-kHz | dlugo$¢ [ms] mpf [kHz]
USV wyemitowane podczas calego sesji playbackowej (1840 s)
0-P(1-6-10) 152,7+24,2 141,6 + 23,8 10,7+2,6 0,4+04 258+12 58,0+0,9
1-P 230,0 £68,0 205,7 £ 66,7 22,2+83 20+20 26,3+2,0 58,3+15
6-P 366,1+84,9 346,7 £85,2 91+19 104+71 253+21 61,7+11
10-P 354,2 +£84,7 336,1+84,2 10,7+2,.2 73+73 290+18 60,1 +0,4
6-10-P 378,7+57,9** | 3586+57,8* | 116+2,1 84+48 272+13 60,9+0,6
1-6-10-P 322,4 +46,8* | 302,0+46,7 135+27 6,9+36 269+11 60,2 +0,6
USV wyemitowane podczas pierwszych 10 min (600 s)
0-P(1-6-10) 239+71 19470 4510 0,0+£0,0 157+£17 52,1+19
1-P 53,6 £18,0 38,4+156 13,1£6,6 20+20 222+34 52,7+29
6-P 72,8 £26,6 57,8 £26,6 46+12 10471 217+21* 555+1,1
10-P 49,7+23,1 38,1+£223 44+13 73+73 210+20 56,6 +1,7
6-10-P 66,2+17,1 53,3+16,9 45+0,8 84+48 21,2+1,3* 56,2+ 1,0
1-6-10-P 59,2+13/4 453+ 13,0 70+20 6,9+3,6 21,6 £ 1,4** 55,0+1.2
USV wyemitowane w odpowiedzi na USV 50-kHz (120 s)
0-P(1-6-10) 41271 399+69 09+0.2 0,3+0,3 27617 60515
1-P 59,1+195 578+193 1,3+0,6 0,0+0,0 248+272 604+11
6-P 86,4 +16,5 85,7+16,5 0,8+0,3 0,0+0,0 27,3+26 628+14
10-P 975+175 958 +17,2* 1,7+£0,7 0,0+0,0 306+18 60,9 £0,7
6-10-P 96,9+119** | 955+118** | 14+04 0,0+0,0 293+15 61,8+0,7
1-6-10-P 82,3 +£10,3* 81,0 £10,2* 12+0,3 0,0+£0,0 278+13 61,4+0,6
USV wyemitowane w odpowiedzi na USV 22-kHz (120 s)
0-P(1-6-10) 135+36 129+36 0,6+0,3 0,0+£0,0 215+19 58,7+18
1-P 146+54 134+£53 1,1+£0,6 0,0+£0,0 31,3+131 559+33
6-P 32,2+76 319+7,6* 03+0,1 0,0+0,0 29,4 +2,4* 60,1 +0,7**
10-P 30,9+9,8 299+98 1,1+05 0,0+0,0 238+24 58,9+1,38
6-10-P 34,1+6,1** 335+6,1** 0,6+0,3 0,0+0,0 26616 59,6 £0,9
1-6-10-P 26,6 +4,7 258 +4,7* 0,8+0,3 0,0+0,0 27,7+35 585+11
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Szczury Wistar poddane 1 probie warunkowania
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Ryc. 5. Odpowiedz szczurow Wistar, ktére w warunkowaniu strachu (FC) otrzymaly jeden bodziec bolowy,
na odtwarzanie ultradzwiekéw: 50-kHz (ACE) i 22-kHz (BDF). Punkty peilne prezentuja dane dla grupy
warunkowanej (1-P), puste — dla niewarunkowanej (grupy kontrolnej, 0-P(1)). Szary przedziat wskazuje interwat
,,0'8”, podczas ktorego odtwarzane byly sygnaty z glo$nika. Pozioma kropkowana linia na wykresach CD wskazuje
prog 50% szans. Jeden znak (*, T lub §) p < 0,05, dwa znaki p < 0,01; * grupa niewarunkowana vs warunkowana;
Mann-Whitney;  odpowiedZ zwierzat kontrolnych (niewarunkowanych) na playback USV 22-kHz vs 50-kHz;
Wilcoxon; $ odpowiedZ zwierzat warunkowanych na playback USV 22-kHz vs 50-kHz; Wilcoxon. Liczebno$é
grup: 0-P(1), n = 13; 1-P, n = 16. Analiza statystyczna zostala zamieszczona w Tab. S2ace, S12a—-S14a.

Ryc. 6. Odpowiedz szczuréw Wistar, ktére w warunkowaniu strachu (FC) otrzymaly szes¢ bodzcow
bolowych, na odtwarzanie ultradzwiekow: 50-kHz (ACE) i 22-kHz (BDF). Punkty pelne prezentuja dane dla
grupy warunkowanej (6-P), puste — dla niewarunkowanej (grupy kontrolnej, 0-P(6)). Szary przedziat wskazuje
interwat ,,0 s”, podczas ktérego odtwarzane byty sygnaty z gltosnika. Pozioma kropkowana linia na wykresach CD
wskazuje prog 50% szans. Jeden znak (*, T lub $) p < 0,05, dwa znaki p < 0,01, trzy znaki p < 0,001; * grupa
niewarunkowana vs warunkowana; Mann-Whitney; + odpowiedz szczuréw kontrolnych (niewarunkowanych) na
playback USV 22-kHz vs 50-kHz; Wilcoxon; $ odpowiedZ zwierzat warunkowanych na playback USV 22-kHz
vs 50-kHz; Wilcoxon. Liczebno$¢ grup: 0-P(6), n = 11; 6-P, n = 22. Analiza statystyczna zostala zamieszczona w
Tab. S3ace, S12a-S14a.
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Szczury Wistar poddane 10 prébom warunkowania
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Ryc. 7. Odpowiedz szczuréw Wistar, ktére w warunkowaniu strachu (FC) otrzymaly dziesie¢ bodzcow
bélowych, na odtwarzanie ultradzwiekow: 50-kHz (ACE) i 22-kHz (BDF). Punkty petne prezentuja dane dla
grupy warunkowanej (10-P), puste — dla niewarunkowanej (grupy kontrolnej, 0-P(10)). Szary przedziat wskazuje
interwat ,,0 s”, podczas ktorego odtwarzane byly sygnaty z gltosnika. Pozioma kropkowana linia na wykresach CD
wskazuje prog 50% szans. Jeden znak (*, T lub $) p < 0,05, dwa znaki p < 0,01, trzy znaki p < 0,001; * grupa
niewarunkowana vs warunkowana; Mann-Whitney; 1 odpowiedz zwierzat kontrolnych (niewarunkowanych) na
playback USV 22-kHz vs 50-kHz; Wilcoxon; $ odpowiedZ zwierzat warunkowanych na playback USV 22-kHz
vs 50-kHz; Wilcoxon. Liczebnos¢ grup: 0-P(10), n = 13; 10-P, n = 19. Analiza statystyczna zostata zamieszczona
w Tab. Sdace, S12a-S14a.

Ryc. 8. Odpowiedz szczurow Wistar, ktore w warunkowaniu strachu (FC) otrzymaly szes¢ lub dziesieé
bodzcow bolowych, na odtwarzanie ultradzwiekow: 50-kHz (ACE) i 22-kHz (BDF). Punkty pelne prezentuja
dane dla grupy warunkowanej (6-10-P), puste — dla niewarunkowanej (grupy kontrolnej, 0-P(6-10)). Szary
przedziat wskazuje interwat ,,0 s”, podczas ktérego odtwarzane byly sygnaty z glosnika. Pozioma kropkowana
linia na wykresach CD wskazuje prog 50% szans. Jeden znak (*, § lub $) p < 0,05, dwa znaki p < 0,01, trzy znaki
p < 0,001; * grupa niewarunkowana vs warunkowana; Mann-Whitney; ¥ odpowiedz zwierzat kontrolnych
(niewarunkowanych) na playback USV 22-kHz vs 50-kHz; Wilcoxon; $ odpowiedz zwierzat warunkowanych na
playback USV 22-kHz vs 50-kHz; Wilcoxon. Liczebno$¢ grup: 0-P(6-10), n = 24; 6-10-P, n = 41. Analiza
statystyczna zostala zamieszczona w Tab. S5ace, S12a-S14a.
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Szczury Wistar poddane 1, 6 lub 10 prébom warunkowania
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Ryc. 9. Odpowiedz szczuréw Wistar, ktére w warunkowaniu strachu (FC) otrzymaly jeden, sze$¢ lub
dziesie¢ bodzcéw bolowych na odtwarzanie ultradzwiekow: 50-kHz (ACE) i 22-kHz (BDF). Punkty petne
prezentuja dane dla grupy warunkowanej (1-6-10-P), puste — dla niewarunkowanej (grupy kontrolnej,
0-P(1-6-10)). Szary przedziat wskazuje interwat ,,0 s”, podczas ktorego odtwarzane byly sygnaty z glosnika.
Pozioma kropkowana linia na wykresach CD wskazuje prog 50% szans. Jeden znak (¥, T lub $) p < 0,05, dwa
znaki p < 0,01, trzy znaki p < 0,001; * grupa niewarunkowana vs warunkowana; Mann-Whitney; 1 odpowiedz
zwierzat kontrolnych (niewarunkowanych) na playback USV 22-kHz vs 50-kHz; Wilcoxon; $ odpowiedz zwierzat
warunkowanych na playback USV 22-kHz vs 50-kHz; Wilcoxon. Liczebnos¢ grup: 0-P(1-6-10), n = 37; 1-6-10-P,
n = 57. Analiza statystyczna zostala zamieszczona w Tab. S6ace, S12a-S14a.

Ryc. 10. Odpowiedz SHR, ktére w warunkowaniu strachu (FC) otrzymaly jeden bodziec bélowy, na
odtwarzanie ultradzwigkéw: 50-kHz (ACE) i 22-kHz (BDF). Punkty pelne prezentuja dane dla grupy
warunkowanej (1-P), puste — dla niewarunkowanej (grupy kontrolnej, 0-P(1)). Szary przedziat wskazuje interwat
,,0 8”7, podczas ktérego odtwarzane byly sygnaty z gltosnika. Pozioma kropkowana linia na wykresach CD wskazuje
prog 50% szans. Jeden znak (*, 1 lub $) p < 0,05, dwa znaki p < 0,01, trzy znaki p <0,001; * grupa niewarunkowana
vs warunkowana; Mann-Whitney; 1 odpowiedz zwierzat kontrolnych (niewarunkowanych) na playback USV
22-kHz vs 50-kHz; Wilcoxon; $ odpowiedz zwierzgt warunkowanych na playback USV 22-kHz vs 50-kHz;
Wilcoxon. Liczebno$¢ grup: 0-P(1), n = 11; 1-P, n = 17. Analiza statystyczna zostata zamieszczona w Tab. S2bdf,
S12b-S14b.

59



Wyniki

Odtwarzanie USV 22-kHz

Odtwarzanie USV 50-kHz

Szczury SHR poddane 6 probom warunkowania
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Ryc. 11. Odpowiedz SHR, ktére w warunkowaniu strachu (FC) otrzymaly sze$¢ bodzcow bolowych, na
odtwarzanie ultradzwiekow: 50-kHz (ACE) i 22-kHz (BDF). Punkty pelne prezentuja dane dla grupy
warunkowanej (6-P), puste — dla niewarunkowanej (grupy kontrolnej, 0-P(6)). Szary przedziat wskazuje interwat
,,08”, podczas ktorego odtwarzane byly sygnaty z glo$nika. Pozioma kropkowana linia na wykresach CD wskazuje
prog 50% szans. Jeden znak (¥, T lub $) p < 0,05, dwa znaki p < 0,01, trzy znaki p <0,001; * grupa niewarunkowana
vs warunkowana; Mann-Whitney; T odpowiedZ zwierzat kontrolnych (niewarunkowanych) na playback USV
22-kHz vs 50-kHz; Wilcoxon; $ odpowiedZ zwierzat warunkowanych na playback USV 22-kHz vs 50-kHz;
Wilcoxon. Liczebnos¢ grup: 0-P(6), n = 10; 6-P, n = 17. Analiza statystyczna zostata zamieszczona w Tab. S3bdf,
S12b-S14b.

Ryc. 12. Odpowiedz SHR, ktére w warunkowaniu strachu (FC) otrzymaly dziesi¢¢ bodzcéw bolowych, na
odtwarzanie ultradzwigkéw: 50-kHz (ACE) i 22-kHz (BDF). Punkty pelne prezentuja dane dla grupy
warunkowanej (10-P), puste — dla niewarunkowanej (grupy kontrolnej, 0-P(10)). Szary przedzial wskazuje
interwat ,,0 s”, podczas ktérego odtwarzane byty sygnaty z gltosnika. Pozioma kropkowana linia na wykresach CD
wskazuje prog 50% szans. Jeden znak (*, 1 lub $) p < 0,05, dwa znaki p < 0,01; * grupa niewarunkowana vs
warunkowana; Mann-Whitney; T odpowiedz zwierzat kontrolnych (niewarunkowanych) na playback USV 22-kHz
vs 50-kHz; Wilcoxon; $ odpowiedZ zwierzat warunkowanych na playback USV 22-kHz vs 50-kHz; Wilcoxon.
Liczebnos$¢ grup: 0-P(10), n = 10; 10-P, n = 15. Analiza statystyczna zostala zamieszczona w Tab. S4bdf, S12b-
S14b.
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Ryc. 13. Odpowiedz SHR, ktére w warunkowaniu strachu (FC) otrzymaly sze$¢ lub dziesie¢ bodzcow
bélowych, na odtwarzanie ultradzwiekow: 50-kHz (ACE) i 22-kHz (BDF). Punkty petne prezentuja dane dla
grupy warunkowanej (6-10-P), puste — dla niewarunkowanej (grupy kontrolnej, 0-P(6-10)). Szary przedziat
wskazuje interwal ,,0 s”, podczas ktorego odtwarzane byly sygnaly z glosnika. Pozioma kropkowana linia na
wykresach CD wskazuje prog 50% szans. Jeden znak (*, T lub $) p < 0,05, dwa znaki p <0,01, trzy znaki p < 0,001,
* grupa niewarunkowana vs warunkowana; Mann-Whitney; t odpowiedz zwierzat kontrolnych
(niewarunkowanych) na playback USV 22-kHz vs 50-kHz; Wilcoxon; $ odpowiedzZ zwierzat warunkowanych na
playback USV 22-kHz vs 50-kHz; Wilcoxon. Liczebno$¢ grup: 0-P(6-10), n = 20; 6-10-P, n = 32. Analiza
statystyczna zostala zamieszczona w Tab. S5bdf, S12b-S14b.

Ryc. 14. Odpowiedz SHR, ktére w warunkowaniu strachu (FC) otrzymaly jeden, sze$¢ lub dziesi¢¢ bodzcow
bélowych, na odtwarzanie ultradzwigkéw: 50-kHz (ACE) i 22-kHz (BDF). Punkty peine prezentuja dane dla
grupy warunkowanej (1-6-10-P), puste — dla niewarunkowanej (grupy kontrolnej, 0-P(1-6-10)). Szary przedziat
wskazuje interwat ,,0 s”, podczas ktorego odtwarzane byly sygnaty z glosnika. Pozioma kropkowana linia na
wykresach CD wskazuje prog 50% szans. Jeden znak (*, § Iub $) p < 0,05, dwa znaki p < 0,01, trzy znaki p < 0,001;
* grupa niewarunkowana vs warunkowana; Mann-Whitney; T odpowiedz zwierzat kontrolnych
(niewarunkowanych) na playback USV 22-kHz vs 50-kHz; Wilcoxon; $ odpowiedz zwierzat warunkowanych na
playback USV 22-kHz vs 50-kHz; Wilcoxon. Liczebnoé¢ grup: 0-P(1-6-10), n = 31; 1-6-10-P, n = 47. Analiza
statystyczna zostata zamieszczona w Tab. S6bdf, S12b-S14b.
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Ryc. 15. Odpowiedz szczurow Wistar (czarne krzywe) i SHR (bladorézowe krzywe), ktére w warunkowaniu
strachu (FC) otrzymaly sze$¢ lub dziesie¢ bodzcow bolowych, na prezentacje ultradzwiekéw: 50-kHz (ACE)
i 22-kHz (BDF). Rycina stanowi natozenie na siebie Ryc. 8 i Ryc. 13 celem utatwienia porownania grup. Punkty
pelne prezentuja dane dla grupy warunkowanej (6-10-P), puste — dla niewarunkowanej (grupy kontrolnej,
0-P(6-10)). Jeden znak (* lub #) p < 0,05, dwa znaki p < 0,01, trzy znaki p < 0,001; * poréwnanie grup kontrolnych
(niewarunkowanych), # poréwnanie grup warunkowanych; Mann-Whitney. Liczebno$¢ grup (Wistar): 0-P(6-10),
n = 24; 6-10-P, n = 41. Liczebno$¢ grup (SHR): 0-P(6-10), n = 20; 6-10-P, n = 32. Analiza statystyczna zostata
zamieszczona w Tab. S5.

Ryc. 16. Odpowiedz szczurow Wistar (czarne krzywe) i SHR (bladorozowe krzywe), ktére w warunkowaniu
strachu (FC) otrzymaly jeden, sze$¢ lub dziesie¢ bodzcéw bélowych, na odtwarzanie ultradzwigkéw: 50-
kHz (ACE) i 22-kHz (BDF). Rycina stanowi natozenie na siebie Ryc. 9 i Ryc. 14 celem utatwienia poréwnania
grup. Punkty pelne prezentujg dane dla grupy warunkowanej (1-6-10-P), puste — dla niewarunkowanej grupy
kontrolnej (0-P(1-6-10)). Szary przedzial wskazuje interwat ,,0 s”, podczas ktorego odtwarzane byly sygnaty
Z glosnika. Pozioma kropkowana linia na wykresach CD wskazuje prog 50% szans. Jeden znak (* lub #) p < 0,05,
dwa znaki p < 0,01, trzy znaki p < 0,001; * poréwnanie grup kontrolnych (niewarunkowanych), # poréwnanie
grup warunkowanych; Mann-Whitney. Liczebno$¢ grup (Wistar): 0-P(1-6-10), n = 37; 1-6-10-P, n = 57.
Liczebno$¢ grup (SHR): 0-P(1-6-10), n = 31; 1-6-10-P, n = 47. Analiza statystyczna zostata zamieszczona w Tab.
S6.
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4.2. Wplyw czynnikow wrodzonych: szczury SHR

Wymienione w poprzednim rozdziale analizy wykonano takze dla SHR, w celu zbadania ich

USV oraz sprawdzenia trafnosci fasadowej SHR jako zwierzgcego modelu schizofrenii.

W celu okreslenia, czy mozna przyrownywac odpowiedz wokalizacyjng SHR do tej u szczurow
Wistar zbadano wystepowanie typow USV w repertuarze SHR. SHR emitowaly USV tych
samych typdw co szczury Wistar i szczury opisywane przez innych (Wohr i Schwarting, 2010),
zarbwno w warunkach awersyjnych, jak i apetytywnych. Podczas sesji FC SHR emitowaty
gtownie dtugie USV 22-kHz (Tab. 3) i mniej liczne krotkie USV 22-kHz (Tab. 4). Podczas sesji
odtwarzania dzwigkow z glo$nika SHR emitowaty gléwnie USV 50-kHz (Ryc. 18), a takze
krétkie USV 22-kHz (Ryc. 17). Tylko 2 sposrod 80 SHR wyemitowaty w sesji odtwarzania
dzwigkow z glosnika dlugie USV 22-kHz (tj. 2,5%); wsrod szczurow Wistar takie USV

emitowato pig¢ szczurow z 94 (5,3%).
4.2.1. Zachowanie SHR podczas treningu i testu FC

4.2.1.1. W warunkach poczatkowych i teScie FC SHR cechowaly si¢ wyzszym stopniem

zamierania niz szczury Wistar

W warunkach poczatkowych FC, tzn. przed sesja treningowa, SHR z wszystkich czterech grup
wykazywaty zblizone zamieranie (Ryc. 4B) i emitowaly podobng liczb¢ USV (Ryc. 4E). Jednak
zardwno ich zamieranie, jak i liczba emitowanych krdtkich USV 22-kHz byly wyzsze niz
u szczurow Wistar (Ryc. 4ABF, Tab. 4). W tescie FC, czyli 1 dzien po sesji odtwarzania
dzwigkow, stwierdzono, ze stopien zamierania SHR z grup 1-P, 6-P i 10-P (Ryc. 4B) wzrastat
wraz z liczbg otrzymanych bodzcow elektrycznych (p < 0,0001, Kruskal-Wallis; Tab. S1).

Poziomy zamierania SHR w teécie kontekstu, ale nie w tescie kontekstu + BW, byly wyzsze
niz u szczurow Wistar (Ryc. 4AB). W tescie kontekstu + BW warunkowane SHR cechowat
mniejszy wzrost zamierania niz szczury Wistar: zaréwno, gdy odpowiedz na kontekst + BW
poréwnano do zamierania poczatkowego (Ryc. 4C), jak i zamierania w tescie kontekstu (Ryc.
4D; Tab. S1b).

4.2.1.2. SHR emitowaly niewiele dlugich i liczne krotkie USV 22-kHz

Podczas treningu i testu FC zbadano takze USV emitowane przez SHR, w celu uzyskania
informacji, jakie emocje wyrazaja badane szczury. W sesji FC tylko niektére SHR emitowaty
dlugie USV 22-kHz (Tab. 3). Zaledwie dziewie¢ z 49 warunkowanych SHR (18,4%)
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wyemitowato USV tego typu. Odsetek SHR emitujacych USV 22-kHz wzrastal wraz z liczbg
otrzymanych bodzcéw bolowych; wynosit 0,0% dla szczurow 1-P, 17,6% — dla 6-P i 40,0% —
dla 10-P, za kazdym razem begdac istotnie nizszy niz u szczurow Wistar (odpowiednio:
p =0,0001; p < 0,0001; p = 0,0337; Fisher, Tab. 3). Z kolei w sesji testowej tylko jeden SHR
wyemitowat dtugie USV 22-kHz, w poréwnaniu z 38 szczurami Wistar (p < 0,0001; test Fishera
dla poréwnania grup 1-6-10-P). Dodatkowo dtugie USV 22-kHz emitowane przez SHR
podczas treningu FC byty krétsze (p = 0,0012 dla szczurow 6-10-P) i pojawialy si¢ pozniej (p
< 0,0001 dla szczuréw 6-10-P; Mann-Whitney; Tab. 3).

Roéznica w liczbie krotkich USV 22-kHz miedzy szczurami Wistar i SHR pozostawata wyrazna
u szczurow niewarunkowanych, lecz byla przewaznie nieobecna w grupach szczurow
warunkowanych, poniewaz wiele szczurow Wistar réwniez zacz¢to emitowac ten typ USV
(Tab. 4). Krotkie USV 22-kHz szczuréw Wistar byly ponad dwukrotnie dtuzsze niz u SHR
(np. 99,1 +9,9vs. 44,7 £ 7,4 ms dla grup 6-10-P; p = 0,0002; Tab. 4). Zaréwno w sesji treningu
FC, jak i w sesji testowej, we wszystkich grupach warunkowanych i niewarunkowanych, SHR

zaczynaly wokalizowaé¢ wezesniej niz u szczury Wistar (Tab. 4).
4.2.2. Zachowanie SHR podczas playbacku USV

4.2.2.1. SHR przejawialy mniejsze zmiany w aktywno$ci motorycznej wywolane

odtwarzaniem sygnaléw niz szczury Wistar

W ciagu catej sesji odtwarzania sygnatow SHR wykazaty wyzsza aktywno$¢ lokomotoryczna
niz szczury Wistar. Predkos$¢ podczas catej sesji o dtugosci 1840 s byla wyzsza u SHR niz
U szczurdw Wistar, zarowno w kazdej grupie (p = 0,0026—-0,0630), jak 1 u wszystkich zwierzat
analizowanych razem (warunkowanych i niewarunkowanych, 0-1-6-10-P; 1,60 + 0,03 vs 1,38
+ 0,04 cm/s; p < 0,0001, Mann-Whitney).

Jednakze podczas odtwarzania sygnaléw 50-kHz szczury Wistar pokonaty wieksze odleglosci
niz SHR (Ryc. 16, Tab. S2a—S6a). Efekt ten obserwowano w porownaniu wszystkich szczurow
Wistar i SHR analizowanych razem (0-1-6-10-P, p = 0,0001; Mann-Whitney) oraz dla grup
warunkowanych (p = 0,0275 dla 10-P; p = 0,0041 dla 6-10-P; p = 0,0005 dla 1-6-10-P; Mann-
Whitney; Tab. S4a—S6a).

Co wigcej, odpowiedz na sygnaty pasma 22 kHz u szczuréw Wistar i SHR byta w wigkszos$ci
przypadkéw przeciwna. Poréwnujac przedziaty czasu ,,-10 s i ,,0 s” obserwowano wzrost

aktywnosci lokomotorycznej u szczuréw Wistar oraz jej ograniczenie u SHR, co byto widoczne
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w poréwnaniu grup 10-P (0,01 + 1,0 vs. -2,4 £ 1,4 cm/s; p = 0,0169), 1-6-10-P (0,34 + 0,16 vs
-0,95 £ 0,16 cm/s; p = 0,0251) i wszystkich szczuréw analizowanych razem (0-1-6-10-P, 0,21
+0,11 vs-0,15 + 0,11 cm/s, p = 0,0070; Mann-Whitney, Ryc. 16B).

Wykonano takze dodatkowa analizg, w ktdrej pordwnano roéznice w zwigkszeniu aktywnosci
lokomotorycznej po rozpoczgciu playbacku USV 50-kHz (wzrost pomigdzy interwatem ,,-10 s”
a ,,0 s”) i ograniczenie aktywnosci lokomotorycznej po playbacku 22-kHz (spadek pomig¢dzy
interwalem ,0 s” a ,,10 s”) pomiedzy szczurami Wistar a SHR. Wzrost aktywnoSci
lokomotorycznej byt istotnie wiekszy u szczuréw Wistar niz u SHR w grupach 6-P (14,9 (IQR
2,0-31,5) vs 1,3 (IQR -14,3-8,1); p = 0,0026) i 6-10-P (8,6 (IQR -7,0-26,9) vs 1,8 (IQR -14,2—
10,1); p = 0,0067; Mann-Whitney). Odnotowano takze znamienny spadek drogi przebytej przez
szczury Wistar w poréwnaniu do SHR w grupie 10-P (-7,1 (IQR -21,8 —-0,5) vs 2,4 (IQR 0,09—
6,7); p = 0,0023; Mann-Whitney).

W przeciwienstwie do szczurow Wistar, nie stwierdzono u SHR réznic pomiedzy szczurami
poddanymi procedurze FC a zwierzetami kontrolnymi w aktywno$ci lokomotorycznej
w trakcie playbacku USV 50-kHz (p = 0,7237, Mann-Whitney; Ryc. 14A, 16A, Tab. S6a).

4.2.2.2. SHR emitowaly mniej USV niz szczury Wistar w odpowiedzi na odtwarzanie USV

50-kHz i prawie wcale — na USV 22-kHz

Poréwnanie odpowiedzi SHR ze szczurami Wistar wykazato, ze po odtworzeniu dzwiekow
pasma 50 kHz SHR wokalizowaly rzadziej niz szczury Wistar (Ryc. 16E, 17AB, Tab. S3e—
S6e), a roznica ta byta istotna dla grup: 6-P (p = 0,0069-0,0245 w przedziale 0-20 s; Tab. S3e),
10-P (11/12 interwalow w przedziale 0-110 s; p < 0,0001-0,0489; Tab. S4e), 6-10-P (10/11
interwalow w przedziale 0-100 s; p < 0,0001-0,0211; Tab. S5e), 1-6-10-P (7/8 interwatow
w przedziale 0-70 s; p < 0,0001-0,0429; Tab. S6e), jak i dla wszystkich szczuréw kontrolnych
analizowanych razem (p < 0,0001-0,0337 w przedziale 0-10 s; Tab. S6e; Mann-Whitney).

Poniewaz odpowiedz SHR na odtwarzanie USV 22-kHz byta wiasciwie nieobecna (Ryc. 16F,
18AB), obserwowano istotne roznice miedzy szczurami Wistar a SHR w liczbie emitowanych
USV w odpowiedzi na odtwarzanie USV 22-kHz w grupach: 6-P (6/8 interwaléw w przedziale
0-70s; p=0,0021-0,0390; Tab. S3f), 10-P (p =0,0014-0,0499 w przedziale 0-90 s; Tab. S4f),
6-10-P (p < 0,0001-0,0079 w przedziale 0-70 s; Tab. S5f), 1-6-10-P (p < 0,0001-0,0092
w przedziale 0-10 s; Tab. S6f), jak i u wszystkich szczurow kontrolnych analizowanych razem
(p < 0,0001-0,0017 w przedziale 0-20 s; Tab. S6f; Mann-Whitney).
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Przeprowadzono dodatkowg analiz¢ poréwnania réznic liczby USV szczuré6w warunkowanych
vs niewarunkowanych pomi¢dzy SHR a szczurami Wistar w interwatach po playbacku (0—
120 s). W przypadku playbacku USV 50-kHz, réznica w liczbie USV emitowanych przez
szczury warunkowane a niewarunkowane u SHR z grup 10-P i 6-10-P byla mniejsza niz
analogiczna roéznica u szczurow Wistar (dla 10-P, -13,6 (IQR -16,6 —-5,6) vs 52,3 (IQR -3,7—
114,3); p = 0,0049; dla 6-10-P, -6,5 (IQR -14,0-17,1) vs 54,3 (IQR -26,8-119,3); p = 0,0076;
Mann-Whitney). Podobnie, po odtwarzaniu USV 22-kHz réznica liczby emitowanych USV
przez warunkowane vs niewarunkowane SHR byta mniejsza niz u szczuréw Wistar (0,2 (IQR

-1,8-8,2) vs 25,1 (IQR 0,1-67,6); p = 0,0438; Mann-Whitney).

4.2.2.3. SHR emitowaly USV 50-kHz o nizszej czestotliwos$ci i znacznie wiecej krotkich
USV 22-kHz niz szczury Wistar

Poroéwnanie witasciwosci USV emitowanych przez SHR i szczury Wistar wykazato, ze
w wigkszosci przypadkéw SHR emitowaty USV 50-kHz o nizszej czestotliwosci niz szczury
Wistar (Ryc. 18D, Tab. S16). Kazda grupa SHR emitowata rowniez wigcej krotkich USV
22-kHz podczas calej sesji analizowanej razem (Ryc. 17, Tab. 6, Sl6a) i w czasie
10-minutowego okresu ciszy rozpoczynajacego sesj¢ odtwarzania sygnatow — niz
odpowiadajaca im grupa szczuréw Wistar (Tab. 6, S16b, proszg zwrdci¢ uwage na niska
warto$¢ p < 0,0001 w wigkszosci przypadkow; Mann-Whitney), ale nie w odpowiedzi na
odtwarzane sygnaty (Tab. 6, S16cd). Dtugos¢ i czgstotliwos¢ krotkich USV 22-kHz byly
zblizone do siebie pomigdzy grupami (Tab. 6, S16).

Liczba/udziat krotkich USV 22-kHz

A\ Liczba wyemitowanych krétkich USV 22-kHz B odsetek wyemitowanych krétkich USV 22-kHz
= Wistar E3 SHR =3 Wistar B3 SHR
= 300- 100-
x .
X — e — — — — i ot i i b ks
m 80 )
> 200 " L . 3,
] S . .
x . > & 40
31004 . .
b . . . . ..
i af BB &Y 19 4R ¢ i 100
0 1 6 10 6-10 1-6-10 0 1 6 10 6-10 1-6-10
liczba préb liczba prob

Ryc. 17. Liczba krotkich USV 22-kHz wyemitowanych podczas calej sesji playbackowej (A) oraz odsetek
tychze USV w liczbie wszystkich USV (B). Wyniki przedstawiono w zaleznosci od liczby bodzcow (prdb), jaka
doswiadczyly zwierzeta 1 dzieh wczesniej podczas warunkowania strachu (FC): zero (0), jeden (1), sze$¢ (6),
dziesie¢ (10), a takze jako sume grup 6-P + 10-P (6-10) oraz 1-P + 6-P + 10-P (1-6-10). * p < 0,05, ** p < 0,01,
*** p < 0,001; Mann-Whitney. Liczebno$¢ grup (Wistar): 0-P, n = 37; 1-P, n = 16; 6-P, n = 22; 10-P, n = 19;
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6-10-P, n = 41; 1-6-10-P, n = 57. Liczebno$¢ grup (SHR): 0-P, n = 31; 1-P, n = 17; 6-P, n = 17; 10-P, n = 15;
6-10-P, n = 32; 1-6-10-P, n = 47. Analiza statystyczna zostata zamieszczona w Tab. S15a.

Tab. 6. Porownanie liczby, dtugosci i czestotliwosci krotkich USV 22-kHz (czestotliwosé 1832 kHz, dlugosé
<0,3 s), emitowanych przez szczury Wistar i SHR podczas calej sesji playbackowej, pierwszych 10 min ciszy oraz
podczas odtwarzania sygnaldéw (tj. w czasie 10-sekundowego odtwarzania i przez nastgpujace po nim 110 s)
u szczurow kontrolnych oraz warunkowanych. Poréwnanie pomiedzy szczurami Wistar i SHR: * p < 0,05,
**p <0,01, *** p <0,001, Mann-Whitney. Grupy (Wistar): 0-P, n = 37; 1-P, n = 16; 6-P, n = 20; 10-P, n = 19; 6-
10-P, n = 39; 1-6-10-P, n = 55. Grupy (SHR): 0-P, n =31, 1-P, n = 17; 6-P, n = 17; 10-P, n = 15; 6-10-P, n = 32;

1-6-10-P, n = 49.
grupa liczba krétkich USV 22-kHz dlugo$é krétkich USV 22-kHz czestotliwosé krétkich USV-22
[ms] kHz [KHz]
Wistar | SHR Wistar | SHR Wistar | SHR
krotkie USV 22 kHz wyemitowane podczas calej sesji playbackowej (1840 s)
0-P(1-6-10) 10,7+2,6 38,4 £ 5,7 *** 13,8+31 136+0,6* 259+27 258+0,2
1-P 22,2+83 41,7+6,6 ** 23,1+99 13,8+0,9 251+33 254+0,3
6-P 91+£19 54,1 £12,9 *** 276126 221+6,4 254+25 253+0/4
10-P 10,7£2.2 39,5 8,1 *** 165+4,4 133+0,8 253+35 251+04
6-10-P 99+14 47,3 17,8 *** 222+6,8 18,0£35 253+0,2 252+0,3
1-6-10-P 135+27 45,3 +5,6 *** 225+55 165+23 253+18 253+0,2
krotkie USV 22 kHz wyemitowane podczas pierwszych 10 min (600 s)
0-P(1-6-10) 45+10 20,7 £5,0 *** 94+09 13,1+0,7** 253+0,3 26,4 +£0,2**
1-P 13,1+6,6 17,7+£3,1** 231+111 13,1+1,0 249+53 258+0/4
6-P 46+172 29,8 £ 9,9 *** 31,9+139 14114 252+0,3 255+0/4
10-P 44+13 20,2 £ 2,9 *** 22,5+10,3 13,0+0,9 253+0,5 251+05
6-10-P 45+0,9 25,3 £ 5,4 *** 27,7+88 13,6 0,9 253+0,3 253+0,3
1-6-10-P 70+£20 22,7 £ 3,7 *** 26,2+6,9 13,4+0,7 252+0,3 255+0,2
krotkie USV 22 kHz wyemitowane w odpowiedzi na USV 50-kHz (120 s)
0-P(1-6-10) 0,9+0,2 21+04* 221+9/4 18,6 £6,3 26,1+0,7 25,4+0,6
1-P 1,3+£06 1,7+£0,6 179+172 129+26 261+11 27,1+13
6-P 0,8+0,3 27+16 101+£21 174+£25 253+0,7 251+0,8
10-P 1,707 15+0,6 132+18 153+29 258+0,6 26,2+1,0
6-10-P 12+04 2,2%09 118+14 164+19 256 %04 256+0,7
1-6-10-P 12+0,3 20+0,6 135+1.2 153+15 257+04 26,1+0,6
krétkie USV 22 kHz wyemitowane w odpowiedzi na USV 22-kHz (120 s)
0-P(1-6-10) 06+0,3 05+0,2 12,3+29 19,3+4,.2 26,2+0,6 26,6 +0,8
1-P 1,1+0,6 08+04 10,3+2,.2 11,8+2,0 26,8+0,8 252+11
6-P 0,3+0,1 1,4+0,6 14,1+472 56,2 + 39,2 255+0,6 253+13
10-P 1,1+£05 0,7+04 13,2+3,.2 18,744 248+0,8 230+18
6-10-P 0,7+0,3 1,1+04 136+24 395+218 25,1+05 243+11
1-6-10-P 0,8+0,3 1,0+£0,3 126+18 29,6 £14,2 256+0,5 246+0,8
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Odpowiedz na odtwarzanie USV 50-kHz
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Ryc. 18. Wlasciwosci USV 50-kHz (liczba, AB i czestotliwosé, CD) wyemitowanych przez szczury Wistar
(AC) i SHR (BD) w odpowiedzi na USV 50-kHz prezentowane z glosnika. Analiz¢ wykonano na
ultradZzwiekach zarejestrowanych w przedziale czasu 120 s liczonym od poczatku odtwarzania USV 50-kHz z
glosnika (tj. przez 10 s odtwarzania i przez 110 s bezposrednio po jej zakonczeniu). USV (B). Analize wykonano
na ultradzwiekach zarejestrowanych podczas pelnej sesji playbackowej (1840 s). Wyniki przedstawiono w
zaleznosci od liczby bodzcow (prob), jaka doswiadczyly zwierzeta 1 dzien wceze$niej podczas warunkowania
strachu (FC): zero (0), jeden (1), sze$¢ (6), dziesie¢ (10), a takze jako sume grup 6-P + 10-P (6-10) oraz 1-P + 6-P
+ 10-P (1-6-10). Poniewaz rozna liczba bodzcow przektadata si¢ na rozny czas trwania sesji warunkowania, kazda
z grup warunkowanych zostata przyrownana do rownoczasowej grupy kontrolnej (kolor biaty). Jeden znak (* lub
$) p < 0,05, dwa znaki p < 0,01, trzy znaki p < 0,001; * vs rownoczasowa grupa kontrolna; $ vs Wistar; Mann-
Whitney. Liczebnos$¢ grup (Wistar, AC) szczury niewarunkowane: 1 (0-P(1)), n = 13; 6 (0-P(6)), n = 11; 10
(0-P(10)), n = 13; 6-10 (0-P(6-10)), n = 24; 1-6-10 (0-P(1-6-10)), n = 37; szczury warunkowane: 1 (1-P), n = 16;
6 (6-P), n = 22; 10 (10-P), n = 19; 6-10 (6-10-P), n = 41; 1-6-10 (1-6-10-P), n = 57. Liczebno$¢ grup SHR, BD)
szczury niewarunkowane: 1 (0-P(1)), n = 11; 6 (0-P(6)), n = 10; 10 (0-P(10)), n = 10; 6-10 (0-P(6-10)), n = 20;
1-6-10 (0-P(1-6-10)), n = 31; szczury warunkowane: 1 (1-P), n = 17; 6 (6-P), n = 17; 10 (10-P), n = 15;
6-10 (6-10-P), n = 32; 1-6-10 (1-6-10-P), n = 47. Analiza statystyczna zostala zamieszczona w Tab. S16c.
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Odpowiedz na odtwarzanie USV 22-kHz
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Ryc. 19. Wiasciwosci USV 50-kHz (liczba, AB i czestotliwosé, CD) wyemitowanych przez szczury Wistar
(AC) i SHR (BD) w odpowiedzi na USV 22-kHz prezentowane z glosnika. Analize wykonano na
ultradzwickach zarejestrowanych w przedziale czasu 120 s liczonym od poczatku odtwarzania USV 50-kHz z
glosnika (tj. przez 10 s odtwarzania i przez 110 s bezposrednio po jej zakonczeniu). USV (B). Analiz¢ wykonano
na ultradzwigkach zarejestrowanych podczas pelnej sesji playbackowej (1840 s). Wyniki przedstawiono w
zalezno$ci od liczby bodzcow (prob), jaka doswiadczyly zwierzeta 1 dzien wezesniej podczas warunkowania
strachu (FC): zero (0), jeden (1), sze$¢ (6), dziesig¢ (10), a takze jako sumg grup 6-P + 10-P (6-10) oraz 1-P + 6-P
+ 10-P (1-6-10). Poniewaz rézna liczba bodzcow przektadata si¢ na roézny czas trwania sesji warunkowania, kazda
z grup warunkowanych zostata przyréwnana do rownoczasowej grupy kontrolnej (kolor biaty). Jeden znak (* lub
$) p < 0,05, dwa znaki p < 0,01, trzy znaki p < 0,001; * vs réwnoczasowa grupa kontrolna; $ vs Wistar; Mann-
Whitney. Liczebnos$¢ grup (Wistar, AC) szczury niewarunkowane: 1 (0-P(1)), n = 13; 6 (0-P(6)), n = 11, 10
(0-P(10)), n = 13; 6-10 (0-P(6-10)), n = 24; 1-6-10 (0-P(1-6-10)), n = 37; szczury warunkowane: 1 (1-P), n = 16;
6 (6-P), n = 22; 10 (10-P), n = 19; 6-10 (6-10-P), n = 41; 1-6-10 (1-6-10-P), n = 57. Liczebnos¢ grup SHR, BD)
szczury niewarunkowane: 1 (0-P(1)), n = 11; 6 (0-P(6)), n = 10; 10 (0-P(10)), n = 10; 6-10 (0-P(6-10)), n = 20;
1-6-10 (0-P(1-6-10)), n = 31; szczury warunkowane: 1 (1-P), n = 17; 6 (6-P), n = 17; 10 (10-P), n = 15;
6-10 (6-10-P), n = 32; 1-6-10 (1-6-10-P), n = 47. Analiza statystyczna zostala zamieszczona w Tab. S16c¢.
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4.3. Wplyw podania haloperidolu na zachowanie SHR

Po stwierdzeniu u SHR mniejszej (w poréwnaniu ze szczurami Wistar) odpowiedzi USV
na playback, zbadano czy podanie szczurom leku o dziataniu przeciwpsychotycznym
(haloperidolu) wptynie na ich zachowanie podczas playbacku. Sprawdzono takze, czy lek

wplynie na SLB pojawiajace si¢ w innych testach behawioralnych: OF, NOR i SI.

4.3.1. Podanie haloperidolu zwi¢kszylo liczbe emitowanych USV w odpowiedzi na
odtwarzanie USV 50-kHz

W celu sprawdzenia, czy szczury spozywaly zatozong dawke haloperidolu, obliczono przyjeta
dawke leku, wyliczong na podstawie konsumpcji wody. Wyniosta ona w catym okresie jego
podawania 0,96 + 0,02 mg/kg/d dla grupy HALO1 i 1,83 + 0,05 mg/kg/d dla grupy HALO?2.

W 24. dniu podawania haloperidolu zbadano wptyw leku na zachowanie szczurdw w sesji
odtwarzania USV. Obserwowano wigcej USV emitowanych przez szczury przyjmujace
haloperidol. Réznica ta byta istotna statystycznie dla poréwnania grupy HALOO (po usunigciu
jednej wartosci odstajacej) z analizowanymi razem szczurami HALO1+2 [odpowiednio: 1,2
(IQR 0,8-3,6) vs 5,0 (IQR 2,0-9,0) USV/min; p = 0,0277, Mann-Whitney; Ryc. 20A]. Nie
wykazano korelacji pomiedzy faktycznie przyjeta dawka leku a czestoscig wokalizowania (r
=-0,0887, p = 0,6801, Spearman). Podobnie, nie stwierdzono zalezno$ci pomigdzy podang
dawka haloperidolu a liczbg emitowanych krotkich USV 22-kHz (niepokazane). Wszystkie trzy
poréwnywane grupy emitowaty zblizong liczbg tych USV zaréwno w catym doswiadczeniu

(p =0,4857), jak i w ciggu pierwszych 10 min (p = 0,4232, Kruskal-Wallis).

Szczury z grup HALO1 1 HALO2 po odtwarzaniu sygnatow z gtosnika wykazywaty tendencje
do wokalizowania wigcej niz szczury HALOO (Ryc. 21E, Tab. S18cd, S19b—20b). Tendencja
ta nasilata sie, jezeli pod uwage wzieto sie¢ wytacznie emitowane USV 50-kHz (Ryc. 21G, Tab.
S18d, S19b-20b) oraz potaczyto si¢ odpowiedzi grup HALO1 i HALO2 (Ryc. 21FH, Tab.
S18d, S19b-20b). Co interesujace, odpowiedz wokalizacyjna na dzwigki prezentowane

zZ glo$nika pojawiala si¢ nie w trakcie odtwarzania, a po jej zakonczeniu (Tab. S20b).

Wigksza liczba USV emitowanych przez szczury otrzymujace haloperidol wynikata
z odpowiedzi wokalizacyjnej na playback USV okreslonego typu. Zwierzeta otrzymujace lek
nie r6znity si¢ od kontrolnych pod wzgledem emitowanych USV w czasie pierwszych 10 min
ciszy (Ryc. 20B) oraz po odtwarzaniu USV 22-kHz (Ryc. 20D). Natomiast, szczury, ktorym
podawano haloperidol, wokalizowaly wiecej po playbacku USV 50-kHz niz szczury z grupy
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HALOQ. Liczba USV byta wyzsza w grupie HALO1 [27,0 (IQR 6,5-41,9)] oraz
w analizowanych razem szczurach HALO1+2 [22,5 (IQR 4,3-41,9)] niz w grupie HALOO [5,8
(IQR 1,4-17,0); p = 0,0491, HALOO vs HALO1; p = 0,0472, HALOO vs HALO1+2;
Mann-Whitney; Ryc. 20C, Tab. S17].

Liczba wokalizacji wyemitowanych podczas:

calej sesji okresu poczatkowego
A (1840 s) B (cisza, 10 min)
600 300
*
7 400- 7 200
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! I I I I I I I
0o 1 2 142 0 1 2 142
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Ryc. 20. Emisja USV podczas sesji playbackowej przez SHR przyjmujace chronicznie haloperidol w dawce
0, 1 lub 2 mg/kg/d oraz po potaczeniu wynikow dla dawek 1 i 2 mg/kg/d. (A) liczba USV wszystkich typdéw
wyemitowanych podczas catej sesji, tacznie 1840 s; (B) liczba USV wszystkich typdw wyemitowanych podczas
pierwszych 10 min sesji (przed pierwsza prezentacja sygnatu z glonika); (C) liczba USV wszystkich typow
wyemitowanych podczas oraz bezposrednio po odtwarzania z gltosnika USV 50-kHz (od startu 10-sekundowej
odtwarzania do 110 s po jej zakonczeniu, facznie 120 s); (D) liczba USV wszystkich typow wyemitowanych
podczas oraz bezposrednio po odtwarzania z glo$nika USV 22-kHz (od startu 10-sekundowej odtwarzania do 110
s po jej zakonczeniu, tacznie 120 s). Wykresy pudetkowe, rysowane metoda Tukeya, przedstawiajg mediane (linia
srodkowa pudetka) z pierwszym i trzecim kwartylem (dolna i gérna krawedz pudetka). Wasy przedstawiaja
warto$¢ + 1,5 IQR (lub warto$¢ minimalna/maksymalna). Warto$ci odstajace wyznaczono jako lezace w odleglosci
wigkszej niz 1,5 IQR od mediany; * p < 0,05; Mann-Whitney. Liczebno$¢ grup: dawki 0, 1,2, n=12; 142, n= 24.
Analiza statystyczna zostata zamieszczona w Tab. S17.
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4.3.2. Podawanie haloperidolu nie wplynelo na aktywno$é lokomotoryczng SHR

w odpowiedzi na odtwarzane sygnaly

Nie stwierdzono wpltywu podawania haloperidolu na aktywnos$¢ lokomotoryczng szczuréw
w odpowiedzi na playback USV 50-kHz; warto$ci przebytego dystansu oraz przebywania
w potowie klatki zlokalizowanej blizej glosnika nie roznity sie miedzy grupami, zarowno gdy
grupy HALO1 i HALO2 byly analizowane oddzielnie (Ryc. 21AC, Tab. S18ab, S19a-20a,
S21), jak i tacznie (Ryc. 21BD, Tab. S18ab, S19a—20a, S21).

Szczury SHR przyjmujace haloperidol

Odtwarzanie USV 50-kHz; HALO Odtwarzanie USV 50-kHz; HALO
50+ -0- 0 mg/kg/d e 1 mg/kg/d -e- 2 mg/kg/d 50+ -o- 0mg/kg/d -e- 1+2 mg/kg/d
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Ryc. 21. Zachowanie podczas sesji playbackowej szczuréw SHR przyjmujgcych chronicznie haloperidol.
(AB) dystans przebyty; (CD) czas spgdzony w potowie klatki blizszej glo$nikowi; (EF) liczba wyemitowanych
USV wszystkich kategorii; (GH) liczba wyemitowanych USV 50-kHz. Szare pionowe pasy wskazuja czas
odtwarzania dzwickow z glosnika. Lewa kolumna (ACEG) prezentuje poréwnanie migdzy grupami
otrzymujacymi haloperidol w dawkach 0, 1 lub 2 [mg/kg/d]. Prawa kolumna (BDFH) prezentuje poréwnanie
mi¢dzy grupa kontrolng (HALOO) a analizowanymi razem grupami otrzymujacymi haloperidol (HALO1+2
[mg/kg/d]). (CD) Przerywana linia pozioma wyznacza warto$¢ 50% dla czasu spedzonego w potdwkach klatki.
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Kazdy punkt przedstawia warto$¢ $rednig dla przedziatu o dtugosci 10 s + SEM; * p < 0,05; ** p < 0,01 dla 0 vs
1;#p<0,05-0vs2;$p<0,05-0vs 1+2; Mann-Whitney. Liczebno$¢ grup: 0, n = 11-12; 1, 2, n = 12; 1+2,
N = 24. Analiza statystyczna zostala zamieszczona w Tab. S18-S21.

4.3.3. Podawanie haloperidolu zmniejszylo aktywnos$¢ lokomotoryczng SHR

SHR poddano testom behawioralnym w tym OF, aby okresli¢, czy podawanie haloperidolu
wplyneto na wystepowanie SLB opisanych przez innych (Peres i wsp., 2018b). W OF szczury
nieprzyjmujgce haloperidolu przebyty dtuzszy dystans [1504,3 (IQR 1084,0-1656,9) cm] niz
szczury HALO1 [927,9 (IQR 651,0-1120,6) cm; p = 0,0029], HALO2 [903,9 (IQR 656,2—
1120,9) cm; p = 0,0022], jak i potaczone szczury HALO1+2 [915,9 (IQR 656,2-1120,6) cm;
p = 0,0004; Mann-Whitney; Ryc. 22A, Tab. S22a]. Szczury ze wszystkich grup (w tym z grupy
kontrolnej) spedzaty wiecej czasu w $rodku areny niz przy jej brzegach; rdéznica ta byta
znamienna wylacznie przy tacznej analizie zwierzat HALO1+2 [181,5 (IQR 141,3-236,8) vs
118,6 (IQR 63,3-158,7) s; p = 0,0315; Wilcoxon; Ryc. 22B, Tab. S22b]. Szczury HALOO
wykonaty wigcej stojek [45,0 (IQR 26,0-59,0)] niz szczury HALO1 [31,5 (IQR 13,8-39,0);
p = 0,0234], HALO2 [20,5 (IQR 14,3-35,5); p = 0,0035] i HALO1+2 [26,5 (IQR 14,3-37,5);
p = 0,0025; Mann-Whitney; Ryc. 22C, Tab. S22a]. Czas stojki pozostawatl zblizony we
wszystkich grupach (Ryc. 22D, Tab. S22a). Szczury HALOO oddawaly pierwszy mocz
wczesniej niz szczury HALOI i szczury HALO1+2 (Mann-Whitney; Ryc. 22E, Tab. S22a).
Nie stwierdzono réznic w liczbie emitowanych USV w OF (calkowitej liczbie USV, USV 50-
kHz lub krétkich USV 22-kHz) pomiedzy grupami (Kruskal-Wallis).
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Szczury SHR; zachowanie w tescie otwartego pola

A OF, dystans B OF, czas spedzony w strefach
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Ryc. 22. Zachowanie w te$cie otwartego pola (OF) szczuréw SHR przyjmujacych chronicznie haloperidol
w dawece 0, 1 lub 2 mg/kg/d oraz po wsp6lnej analizie wynikow dla dawek 1 i 2. (A) dystans przebyty; (B) czas
spedzony w strefie srodkowej i przy Scianach; (C) liczba stojek; (D) czas trwania stojki; (E) czas do pierwszego
oddania moczu. Wykresy pudetkowe, rysowane metoda Tukeya, przedstawiaja mediang (linia sSrodkowa pudetka)
z pierwszym i trzecim kwartylem (dolna i gorna krawedZ pudetka). Wasy przedstawiajg wartos¢ += 1,5 x IQR (lub
warto§¢ minimalng/maksymalng). Wartosci odstajace wyznaczono jako lezace w odlegtosci wigkszej niz 1,5 x
IQR od mediany; * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; Mann-Whitney; # p < 0,05; Wilcoxon. Liczebnos$¢ grup
(A—D):0,n=11;1,2,n=12; 142, n=24. Liczebnos¢ grup (E): 0,n=7;1,n=9; 2,n=4; 1+2, n = 13 (pozostate
zwierzeta nie oddaty moczu). Analiza statystyczna zostata zamieszczona w Tab. S22.
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5. Dyskusja

5.1. Podsumowanie wynikdow

W doswiadczeniach zastosowano uktad doswiadczalny, oparty na odtwarzaniu szczurom
sygnatow ultradzwickowych w warunkach przypominajacych klatke bytowa. Pozwolito to na
zaobserwowanie roéznic migdzy szczurami  Wistar uprzednio  warunkowanymi
I niewarunkowanymi. Szczury, ktore otrzymaty wiele (6 lub 10) szokéw elektrycznych, w
porownaniu z grupami kontrolnymi, wykazywaty:

1. wigkszy wzrost aktywnosci lokomotorycznej po rozpoczeciu playbacku USV 50-kHz;

2. glebsze ograniczenie aktywnosci lokomotorycznej po zakonczeniu playbacku USV

22-kHz;
3. wyzszy poziom emisji wlasnych USV w odpowiedzi na playback USV 50- i 22-kHz;

Dodatkowo SHR w poréwnaniu ze szczurami Wistar:

1. w warunkach poczatkowych treningu FC zamieraly przez dluzszy czas i emitowaty
wigcej krotkich USV 22-kHz;

2. zarowno podczas treningu, jak i testu FC emitowaty mniej dlugich USV 22-kHz;

3. cechowaly si¢ mniejszym wzrostem aktywnosci lokomotorycznej po rozpoczeciu
playbacku USV 50-kHz i mniejszym ograniczeniem aktywnosci lokomotorycznej po
zakonczeniu playbacku USV 22-kHz;

4. emitowaly mniej USV w odpowiedzi na playback obu typéw USV.

SHR otrzymujace haloperidol roznity si¢ od grupy kontrolnej, nieprzyjmujacej leku:
1. intensywniejszym wokalizowaniem w odpowiedzi na playback USV 50-kHz;
2. odmiennym zachowaniem w OF: byly mniej aktywne lokomotorycznie, wiecej czasu

spedzaty w §rodku areny, wykonywaty mniej stojek i pozniej oddawaty pierwszy mocz.

5.2. Wplyw podania bodzcow bdlowych w treningu FC na poézniejsze
zachowanie szczurow

Zgonie z zaproponowang pierwsza hipoteza uprzednie doswiadczenie bodzcow bolowych
podczas FC wptyneto na odpowiedz behawioralng szczurow na playback USV. Obserwowano
u nich: wyzszg aktywno$¢ lokomotoryczng na playback 50-kHz USV (Ryc. SA-9A), wigkszy
spadek aktywnosci lokomotorycznej po playbacku 22-kHz USV (Ryc. 5B-9B) i emisj¢
wigkszej liczby wlasnych USV w odpowiedzi na playback sygnaléw obu typow (Ryc. SEF—
9EF) w poréwnaniu ze zwierzgtami kontrolnymi. Nalezy zaznaczy¢, ze rdznice w zachowaniu

byty widoczne przede wszystkim pomigdzy szczurami, ktére podczas treningu FC otrzymaty
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wiecej niz jeden bodziec bélowy (grupy 6-P, 10-P 1 analizowane razem 6-10-P), a szczurami
niewarunkowanymi. Mozna przypuszczaé, ze u tych osobnikOw nastgpita istotna zmiana

behawioralna spowodowana traumatycznym do$wiadczeniem.

5.2.1. Charakterystyka pamieci i zmian biochemicznych wynikajacych

Z otrzymania wielu bodzcow bolowych

Doswiadczenie silnych bodzcow awersyjnych prowadzi do zmian biochemicznych,
prowadzacych do utrwalenia pamigci. Stwierdzono, ze wielokrotne podanie szokow
elektrycznych podczas treningu FC nasila u szczurow zamieranie (Fanselow 1 Bolles, 1979;
Poulos 1 wsp., 2016; Haubrich i wsp., 2020; Haubrich 1 Nader, 2023). Stopien, w jakim
zwierzeta nieruchomiejg po ponownym podaniu bodzcow kojarzonych z bolem, jest uznawany
za wskaznik awersyjnosci wytworzonych wspomnien (Luyten i wsp., 2011a). Pamigé
doswiadczenia wielu bodzcoéw bolowych jest oporna na modyfikacje w procesie rekonsolidacji
(Wang 1 wsp., 2009; Haubrich i wsp., 2020; Haubrich i Nader, 2023), a takze na czynno$ci
prowadzace do wygaszania $ladow pamigciowych (Haubrich i wsp., 2020; Haubrich i Nader,
2023). Do wytworzenia si¢ pamigci FC kluczowa jest aktywnos¢ receptoréw NMDA w ciele
migdatowatym (Lee i wsp., 2001), jednakze Wang i wsp. (2009) stwierdzili, ze w efekcie
otrzymania dziesigciu bodzcoéw bolowych podczas FC u szczuréw nastepowalo zmniejszenie
liczby podjednostek NR2B receptorow NMDA w tym obszarze mozgu, co powodowato,
ze pamie¢ warunkowania byla trwala i nie ulegata rekonsolidacji. Opisano réwniez dodatnig
korelacje pomigdzy liczba szokow elektrycznych podanych w trakcie FC a stezeniem hormonu
stresu (kortykosteronu) we krwi zwierzat (dos Santos Corréa i wsp., 2019). Nie mozna
wykluczy¢ mozliwosci, ze w grupach 6-P 1 10-P pod wptywem wysokiej awersyjnosci doznan
podczas treningu FC doszlo do zmian biochemicznych w moézgu szczuréw rzutujacych

na pdzniejsza percepcje playbacku USV.

5.2.2. Podobienstwa w zachowaniu podczas playbacku szczurow, ktore otrzymaly
6 lub 10 szokéw elektrycznych, do opisanego wczeSniej behawioru szczurow

chowanych pojedynczo

W publikacji Olszynskiego i wsp. (2020) opisano wptyw warunkéw chowu na odpowiedz
ultradzwigkowa szczurow w tym samym schemacie playbacku, ktory zastosowano w niniejszej
rozprawie. Stwierdzono, ze zwierzeta utrzymywane w klatkach samotnie po odtwarzaniu USV
z glo$nika wokalizowaly wigcej niz te utrzymywane w parach. Nalezy zatem rozpatrze¢,

czy istnieja elementy wspolne w chowie pojedynczym szczuréw i podawaniu wielu bodzcoéw
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bolowych w FC, ktore podobnie wptywaja na zachowanie zwierzat. [zolacja spoteczna, w ktorej
szczury sg w stanie przekazywac sobie sygnaly wechowe i stuchowe, ale nie maja mozliwosci
bezposredniego kontaktu, jest dotkliwg sytuacja stresowg dla zwierzat (Garzén i Del Rio, 1981;
Hurst 1 wsp., 1997). Pokazano, ze prowadzi ona do rozwini¢cia si¢ u nich zachowan podobnych
do objawow depresji (Carnevali i wsp., 2012). Podobnie jak FC, odosobnienie wywotuje
zmiany biochemiczne u szczurow. Na skutek izolacji u zwierzat nastepuje wzrost ekspresji
gendw kodujacych receptory NMDA w moézgu (Turnock-Jones i wsp., 2009; Chang i wsp.,
2015) 1 wydzielanie kortykosteronu do krwi (Weiss 1 wsp., 2004; Serra i wsp., 2005). Pomimo
silnej awersyjnosci chowu w samotnosci, u szczuroOw utrzymywanych w takich warunkach
obserwuje si¢ nasilenie wystepowania zachowan prospotecznych (Hurst i wsp., 1997), w tym
tez wicksza liczbe emitowanych USV podczas zabawy migdzyosobniczej (Knutson i wsp.,

1998), jak i1 podczas taskotania (Panksepp 1 Burgdorf, 2000; Burgdorf i Panksepp, 2001).

Podobnie zaobserwowano, ze w porownaniu ze szczurami chowanymi w parach, zwierzgta
chowane samotnie emitowaly wiecej wlasnych USV w odpowiedzi na odtwarzane USV
(Olszynski 1 wsp., 2020). Na podstawie wynikow przedstawionych w pracy Olszynskiego
1 wsp. (2020), jak 1 tych uzyskanych w niniejszej rozprawie, mozna wnioskowac, ze awersyjne
doswiadczenia zyciowe powoduja wzmocnienie zachowan prospotecznych (emisji

apetytywnych USV 1 przebywania w poblizu glo§nika) w odpowiedzi na playback USV.

5.2.3. Porownanie otrzymanych wynikéw do uznanych zwierzecych modeli

zaburzen

Wigksza aktywno$¢ lokomotoryczng i1 liczbe USV emitowanych przez zwierzeta z grup 6-P
i 10-P, w poréwnaniu z grupami kontrolnymi, mozna interpretowac jako wysoka czujnos¢ lub
nadwrazliwo$¢ szczuré6w na styszane USV. W celu weryfikacji tego przypuszczenia
W pierwszej kolejnosci nalezy ocenié, czy zastosowany uktad do$wiadczalny i otrzymane
wyniki s3 zblizone do uznanych zwierzecych modeli zaburzen, w ktorych obserwuje si¢
nadmierng wrazliwo$¢ lub czujno$¢ na docierajace sygnaly, a do ich wywotywania

wykorzystuje si¢ podawanie bodzcow bolowych w procedurze FC.

5.2.3.1. Podobienstwo zachowania szczuréw do objawow zespolu stresu pourazowego

i ostrej reakcji na stres

Zastosowane protokoty FC dla grup 6-P i 10-P pod wzgledem liczby, sity i nieregularnosci
przerw miedzy bodzcami bolowymi byly podobne do metod stosowanych w celu uzyskania

zwierzecych modeli zaburzen zwigzanych z do$wiadczeniem traumy (Foa i wsp., 1992;
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Fanselow 1 Ponnusamy, 2008; Aliczki 1 Haller, 2015). Obserwacjami przemawiajacymi za
uznaniem treningu FC jako doswiadczenia traumatycznego dla szczuréw z grupy 6-P i 10-P
byly: nasilajacy si¢ wraz z liczbg otrzymanych bodzcoéw bolowych stopien zamierania
(Ryc. 4A; Tab. Sl1), emisja wiekszej liczby USV 22-kHz oraz emisja USV 44-kHz, ktora
prawdopodobnie byta wyrazem silnego negatywnego stanu emocjonalnego szczura (Olszynski

i wsp., 2023b).

Zaburzeniami pojawiajacymi si¢ na skutek doznania traumy sg PTSD oraz zespot ostrej reakcji
na stres (ang. acute stress disorder, ASD), ktdre zblizone sa pod wzgledem etiologii
I diagnostyki (Friedman, 2009; American Psychiatric Association, 2022). Nadwrazliwo$¢ na
docierajace bodzce (ang. hypervigilance) jest wskazywana jako wiodacy objaw zaréwno
w PTSD, jak i ASD (Spiegel i wsp., 1994; Cardefia i Carlson, 2011; Van Wyk, 2013; Kimble
i wsp., 2014; Forbes i wsp., 2019). Nadwrazliwo$¢ moze roéwniez ujawniac si¢ wobec bodzcow
spotecznych (Kashdan i wsp., 2010; MacNamara i wsp., 2013; Domes i Zimmer, 2019; Janssen
i wsp., 2022). W takim wypadku u chorych czesto pojawia si¢ awersyjna reakcja na kontakt
Z innymi, a nawet na sama jego zapowiedz. Osoby z PTSD lub ASD usilnie doszukuja si¢
potencjalnych zagrozen wynikajacych z kontaktow migdzyludzkich, nawet jesli nie istnieja
racjonalne przestanki wskazujace na niebezpieczenstwo (Stevens i Jovanovic, 2019). Osoby
takie majg rowniez trudnos$ci w odczuwaniu empatii i afektu (Nietlisbach i Maercker, 2009).
Nadwrazliwo$¢ na bodzce spotecznie i1 ich nieprawidlowa interpretacja sa zwigzane
z podwyzszong pobudliwo$cig neuronéw w korze przedczotowej (Adenauer i wsp., 2010;
MacNamara i wsp., 2013) oraz ciele migdatowatym pacjentéw (Stevens i Jovanovic, 2019).
Oba te obszary sg takze silnie aktywne u szczurow w efekcie treningu FC (Maren 1 Fanselow,

1996; Baeg i wsp., 2001).

Mozna przypuszczaé, ze w wyniku podania wielu szokéw elektrycznych u szczuréw z grupy
6-P 1 10-P rozwingta si¢ nadwrazliwo$¢ na bodzce. Spowodowata ona widoczne rdznice
pomigdzy tymi szczurami a grupami niewarunkowanymi w intensywnosci odpowiedzi
behawioralnej (liczbie emitowanych USV i aktywnos$ci lokomotorycznej) w odpowiedzi na
playback USV. Zachowanie to przypomina nadwrazliwo$¢ na bodZce obecng u 0sOb
z PTSD/ASD, ktéra objawia si¢ skupieniem uwagi na sygnatach postrzeganych jako majacych
zwigzek z zagrozeniem (Kimble i wsp., 2014; Lazarov i wsp., 2019) oraz silng reakcja

orientacyjng na nie (Kearney i Lanius, 2022).

W przypadku szczuréw opisanych w rozprawie, wydaja si¢ one bardziej wyczulone na
odtwarzane sygnaty, a zblizanie si¢ do glosnika (Ryc. 8CD) i wysoka aktywnos¢
81



Dyskusja

lokomotoryczna (Ryc. 8AB) po playbacku przypominaja reakcje orientacyjng na odtwarzane
dzwigki. Ich zachowanie ma pewne podobienstwa do opisanego przez Arakaweg (2007)
intensywnego behawioru eksploracyjnego w OF u szczuréw, ktorym podano jeden szok

elektryczny trwajacy 15 s, w poréwnaniu z osobnikami, ktére szoku nie otrzymaty.

Przypuszczalnie, wigksza aktywnos$¢ lokomotoryczna szczuréw z grup 6-P i 10-P
(w porownaniu z grupg kontrolng) w odpowiedzi na playback nastgpita na skutek odebrania
styszanych sygnalow jako zagrozenia. Rowniez emisji USV 50-kHz podczas sesji playbacku
nie mozna wykluczy¢ jako reakcji zwierzat na potencjalne niebezpieczenstwo. Emisj¢ USV 50-
kHz obserwowano takze w sytuacjach jednoznacznie awersyjnych: tuz przed walka z innym
osobnikiem (Thomas i wsp., 1983) lub bezposrednio po dos§wiadczeniu szoku elektrycznego
(por. Ryc. 3, Taylor i wsp., 2017). Niemniej jednak, jesli zachowanie szczurow
odzwierciedlatoby typowe objawy PTSD i ASD, zwierz¢ta prawdopodobnie w odpowiedzi na
playback USV 50-kHz zamieralyby, oddalatlyby si¢ od glo$nika oraz emitowaly USV 22-kHz,

Czego nie obserwowano.

5.2.3.2. Podobienstwo zachowania szczuréw do procesu przezwyci¢zania urazu

psychicznego

Zachowanie szczurow z grup 6-P i 10-P, oprocz podobienstw do objawoéw PTSD i ASD,
wykazuje takze cechy wspolne z wystepujacymi u ludzi mechanizmami przezwyci¢zania

traumy (ang. trauma coping).

Poszukiwanie kontaktu spotecznego oraz doznan, ktéore pomagaja ztagodzi¢ bolesne
wspomnienia, uznaje si¢ za naturalny proces przezwyciezania traumy (Allen, 2008). W wyniku
do$wiadczenia cierpienia u ludzi czgsto dochodzi do zmian w postrzeganiu otaczajacego Swiata,
polegajacych na skupieniu si¢ na pozytywnych aspektach zycia, checi niesienia pomocy oraz
wzroscie wystepowania zachowan prospotecznych (Staub i Vollhardt, 2008; Vollhardt, 2009;
Xu 1 wsp., 2024). Warto jednak podkresli¢, ze rozwoj zmian behawioralnych wynikajacych
Z ostrego stresu jest zalezny od wielu czynnikéw niezwigzanych bezposrednio z urazem:
zaro6wno osobniczych (np. plci, postrzegania wtasnej wartos$ci, uwarunkowan genetycznych),
jak i srodowiskowych (np. pozycji spotecznej, wparcia bliskich; Holmes i Singewald, 2013;
Lommen i wsp., 2013; Faber i Hausser, 2022). Podobne czynniki mogly rowniez wptywac na
zachowanie podczas playbacku USV zwierzat, ktorym wcze$niej podano bodzce bdlowe

podczas treningu FC.
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U ludzi wsparcie emocjonalne po urazie skutecznie wspomaga prawidlowe przezwycigzanie
traumy, zapobiegajac rozwojowi powigzanych z nig zaburzen (Flannery Jr, 1990; Kaniasty,
2012; Calhoun i wsp., 2022). Zjawisko to nazywane jest buforowaniem spotecznym (Kikusui
i wsp., 2006; Panagioti i wsp., 2014). Analogiczne zjawisko wystepuje u szczurow.
Odnotowano, ze obecnos¢ lub zapach innego osobnika w klatce do warunkowania zmniejsza
zachowania lgkowe 1 obronne zwigzane z podawaniem bodzcéw boélowych podczas treningu
FC (Kiyokawa i wsp., 2014; Ishii i wsp., 2016). Po treningu FC wykonanym w ramach
niniejszej rozprawy szczury przebywaty w klatkach bytowych z innym szczurem. Mozliwe
zatem, ze obecno$¢ drugiego szczura hamowata rozwdj objawéw podobnych do PTSD/ASD
po FC. Natomiast zachowanie szczuré6w podczas playbacku wynikalo prawdopodobnie
z poszukiwania kontaktu spotecznego, podobnego do obserwowanego u ludzi prawidlowo
wychodzacych z doswiadczenia traumy. Warto wspomnieé¢, ze do zaistnienia buforowania
spotecznego u szczuréw wystarcza sygnaly wechowe (Kiyokawa 1 wsp., 2009) oraz
ultradzwickowe, wyodrebnione od innych osobnikéw, bez koniecznosci ich obecno$ci
(Karwicka i wsp., 2021). Z tego powodu, nawet u szczuré6w opisywanych przez Olszynskiego
i wsp. (2020), ktore byty chowane pojedynczo, mogto doj$¢ do buforowania spotecznego bez
bezposredniego kontaktu pomiedzy zwierzetami, a przez wyczuwanie zapachu innych
osobnikéw chowanych pojedynczo i utrzymywanych w tym samym pokoju do chowu.
W przysziosci warto zbadaé, czy glebsze ograniczenie interakcji pomigdzy zwierzgtami po
treningu FC poprzez trzymanie szczurow osobno w klatkach z dzwigkoszczelnymi pokrywami

1 filtrem powietrza, wptynie na ich zachowanie podczas playbacku USV.

W kwestii neurobiolologicznej przebiegu procesow radzenia sobie z traumg uwaza si¢, ze
bodziec wywotujacy uraz jest najpierw przetwarzany przez jadra boczne 1 podstawne ciata
migdatowatego, skad sygnal przekazywany jest do prazkowia, ktorego pobudzenie prowadzi
do zachowan ukierunkowanych na aktywne przezwycig¢zanie szoku pourazowego (LeDoux
i Gorman, 2001). U szczuréw prazkowie odpowiada za przetwarzanie sygnatéw spolecznych,
a poprzez uwalnianie dopaminy sprawia, ze odbior takich bodZzcéw ma efekt nagrody.
Aktywnos$¢ tego obszaru moézgu nie tylko wspomaga nawigzywanie kontaktu z innymi
osobnikami (Baez-Mendoza i Schultz, 2013), ale takze emisje USV 50-kHz (Costa i wsp.,
2020).

Odnoszac powyzsze informacje do zachowania szczuréw z grupy 6-P i 10-P, mozna
przypuszczaé, ze wigksza aktywno$¢ lokomotoryczna i liczba emitowanych USV

W odpowiedzi na playback nastgpita w wyniku wzmozenia zachowan prospotecznych u tych
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szczuréw. Behawior tych zwierzat przypomina zjawiska obserwowane u ludzi w trakcie
procesu przezwyci¢zania traumy. Brak zachowan odpowiadajacych objawom PTSD w grupie
6-P i 10-P mozna takze wytlumaczy¢ w odmienny sposob. W przeprowadzonym
do$wiadczeniu zastosowano elementy réznicujgce warunki FC 1 playbacku, takie jak odmienne
pomieszczenia i zaangazowanie roznych eksperymentatoréw. Te zabiegi metodyczne
prawdopodobnie spowodowaty, ze szczury nie kojarzylty czynnosci podczas sesji playbacku
Z dotkliwymi doswiadczeniami z dnia poprzedniego, co ograniczato prawdopodobienstwo

przywolania ,,nieprzyjemnych” sladow pami¢ciowych.
5.2.4. Podsumowanie

Podanie szeregu bodzcoéw bolowych (6 lub 10) podczas treningu FC spowodowalo, ze szczury
podczas playbacku USV poszukiwaty kontaktu spotecznego silniej niz odpowiadajace im grupy
kontrolne. Zastosowany protokot FC byl zblizony do istniejacych metod wywotywania
zwierzgcych modeli zaburzen zwigzanych z trauma, takich jak PTSD i1 ASD. Réwniez
zachowanie zwierzat w pewnych aspektach przypominalo nadwrazliwo$¢ na bodzce, ktore jest

waznym objawem PTSD i ASD.

Pojawity si¢ takze przestanki opowiadajace za alternatywng interpretacja behawioru szczurow.
U zwierzat mogtly zaj$¢ mechanizmy kompensacyjne, ktore ztagodzity traumatyczng pamigé
podania szokow elektrycznych. Alternatywnie — zwierzeta nie kojarzyly czynnosci
wykonywanych w ramach sesji playbacku z zagrozeniem, ktérego do§wiadczyty poprzedniego
dnia. W przyszto$ci warto zbadaé, czy wzmocnienie dotkliwosci FC, np. poprzez zwigkszenie
natezenia szoku elektrycznego i pelng izolacj¢ osobnikow po treningu, spowodowaloby
pojawienie si¢ u szczurow objawow podobnych do PTSD i ASD. Interesujace bytoby takze
sprawdzenie, czy zastgpienie BW nagraniem USV wykorzystanym pdzniej w playbacku lub
podanie BW wraz z playbackiem sprawi, ze badane zwierzeta beda emitowaly mniej USV niz

szczury z grup kontrolnych.

Wyniki uzyskane z przeprowadzonego doswiadczenia sugeruja, ze zachowanie szczuréw z grup
6-P 1 10-P moze stanowi¢ podstawg do rozwoju badan nad zjawiskiem przezwyci¢zania traumy.
W przysztosci nalezy zweryfikowaé trafno$¢ tej hipotezy poprzez badanie aktywnos$ci
neurondw w prazkowiu oraz obserwacje zachowania szczuré6w uprzednio warunkowanych

w dhuzszym okresie.
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5.3. SHR jako model ADHD i schizofrenii

W kolejnej czeSci niniejszej rozprawy poroéwnano zachowanie szczuréw stada Wistar
z zachowaniem szczurow szczepu SHR, ktory jest uznawany za zwierzecy model ADHD
u osobnikéw miodocianych (Sagvolden, 2000; Koztowska i wsp., 2019) i demencji u zwierzat
w podeszlym wieku (Sabbatini i wsp., 2002; Saito i wsp., 2020). Ponadto postuluje si¢, ze SHR
sg zwierzgcym modelem schizofrenii, chociaz jego traftno$¢ opisana zostala na razie przez jeden
zespot badawczy (Santoro 1 wsp., 2014; Peres i wsp., 2018b; Niigaki 1 wsp., 2019).
We wszystkich wymienionych powyzej zaburzeniach wystepujacych u ludzi obserwuje si¢
nieprawidlowosci w zachowaniu spolecznym, komunikacji 1 percepcji bodzcow (American
Psychiatric Association, 2022). W zwigzku z tym przewidywano, ze odpowiedz SHR na

playback USV bedzie rdznita si¢ od tej obserwowanej u szczuréw Wistar.
5.3.1. Problem doboru grupy kontrolnej dla SHR

Istnieje ogdlny problem zwigzany z wyborem odpowiedniego szczepu/stada zwierzat
kontrolnych dla SHR. Poniewaz nie jest mozliwe uzycie rodzenstwa, wykorzystywane sa
szczury pochodzace z innych szczepow/stad. Czesto stosowanym kontrolnym szczepem
normotensyjnym dla SHR sa szczury stada WKY, z ktorego SHR zostaty wyprowadzone (Kozo
1 Kyuzo, 1963). Jednakze ich uzycie jest kwestionowane ze wzgledu na znaczne rdznice
behawioralne w poréwnaniu z innymi stadami normotensyjnymi (Hard i wsp., 1985; Pare,
1994; Diana, 2002; Drolet i wsp., 2002; Clements i Wainwright, 2006; Ferguson i wsp., 2007;
Grundt 1 wsp., 2009). Na przyktad obserwowana u SHR nadaktywnos$¢ lokomotoryczna zostata
z czasem uznana za efekt dobrze juz udokumentowanej niskiej aktywnosci szczuréw WKY
(Rosecrans i Adams, 1976; Tilson i wsp., 1977; McCarty i Kirby, 1982; Hard i wsp., 1985;
Alsop, 2007). Ponadto szczury WKY wykazujg wysokie poziomy leku i zachowania depresyjne
(Pare, 1994; Dugovic i wsp., 2000; Redei i wsp., 2001; Braw i wsp., 2008). Co wigcej, SHR
i WKY, mimo wspdlnego pochodzenia, sa genetycznie odmienne; SHR maja te same profile
genetyczne niezaleznie od zrddta, podczas gdy niektore kolonie WKY maja wysoka

roznorodno$¢ genetyczng (H'Doubler 1 wsp., 1991).

Z opisanych powyzej powodow w doswiadczeniach na SHR jako grupy kontrolne uzywane sa
inne stada, takie jak: Wistar (Calzavara i wsp., 2004; Calzavara i wsp., 2009; Qian i wsp., 2010;
Calzavara i wsp., 2011a; Calzavara i wsp., 2011b; Peres i wsp., 2018a; Peres i wsp., 2018Db),
Lewis (Ramos i wsp., 2002) i Sprague-Dawley (Azar i wsp., 2011). W niektorych

doswiadczeniach stosowano druga grupe kontrolna, réwnolegle ze szczurami WKY: Wistar
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(van den Bergh i wsp., 2006), czy Sprague-Dawley (Meneses i wsp., 2011; Shanks i wsp., 2013;
Zhang-James i wsp., 2014).

W efekcie takiego postepowania pojawity sie rozbieznosci dotyczace wynikéw behawioralnych
i fizjologicznych SHR, wynikajace z doboru zwierzat do grupy kontrolnej. Przyktadowo,
niektore publikacje opisujg deficyty pamigci SHR (w labiryncie wodnym, labiryncie
promienistym, OF, unikaniu biernym) przy zastosowaniu jako kontroli szczuréow WKY
(Hernandez i wsp., 2003; Meneses i wsp., 2011); inne jednak, porownujagc SHR ze szczurami
Wistar, donoszg o braku deficytow u SHR w zadaniu unikania r6znicujgcego z wykorzystaniem
uniesionego labiryntu krzyzowego (Calzavara i wsp., 2004) i habituacji ruchowej w OF

(Calzavara i wsp., 2011a).

Doniesienia odno$nie USV dorostych szczuréw WKY sg nieliczne, jednakze sugerujg réznice
w poziomie wokalizowania tych szczuréw w poréwnaniu ze stadem Wistar. Nie jest jednak
jednoznaczne, w jaki sposOb wyrazaja si¢ te roznice, poniewaz podczas nagrywania oSobnikow
pojedynczo w klatce, odnotowano zarowno mniejsza (Rao i Sadananda, 2015), jak i wicksza
(Van Zyl 1 wsp., 2014) liczbe emitowanych USV przez WKY w poréwnaniu ze szczurami

Wistar.

Brak ogolnego standardu w doborze odpowiedniego szczepu/stada kontrolnego do badan nad
SHR, utrudnia jednoznaczne ustalenie, w jaki sposéb SHR rdznig si¢ od innych szczurdéw
w wynikach niektérych testow behawioralnych. Ostatecznie stwierdzenie wystgpowania
okreslonych zachowan badz deficytow u SHR (specyficznie) obarczone jest niepewnoscig.
Niemniej, poréwnanie wynikdw z doswiadczen przeprowadzonych na SHR 1 innych
szczepach/stadach szczurow umozliwia wstepne wykrycie fenotypow u SHR bedacych
odpowiednikami objawow chorob ludzi. W rozprawie SHR badano pod wzgledem walidacji
ich jako modelu schizofrenii. Zespot, ktory scharakteryzowal SHR jako model tego zaburzenia,
sugeruje wybor szczuréw Wistar jako grupy kontrolnej (Peres i wsp., 2018b). Wyboér stada
Wistar jako grupy kontrolnej dla SHR wydaje si¢ zatem uzasadniony, poniewaz umozliwia
dodatkowo poréwnanie wynikow z opisanymi wcze$niej SLB wystepujacymi u SHR. Istnieje
takze ryzyko, Ze obserwowane w rozprawie rdznice pomi¢dzy zachowaniem szczuréw Wistar
a SHR sa artefaktem wynikajacym z braku odpowiedniej grupy kontrolnej — ktorej whasciwe
dobranie i traktowanie jest szczegdlnie wazne w badaniach behawioralnych. Co jednak
kluczowe, kolejne badania poréwnawcze opisane w rozprawie, przeprowadzone z uzyciem
wielu grup doswiadczalnych SHR — zaréwno u szczuréw po FC, jak i tych otrzymujacych
haloperidol — nie sg juz obarczone tym problemem.
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5.3.2. Podobienstwa miedzy zaburzeniami, ktorych szczep SHR jest uznanym

modelem, a schizofrenia

Szczep SHR wyprowadzono poprzez selekcje pod wzgledem wysokich wartosci ci$nienia
tetniczego (Kozo i Kyuzo, 1963), ktére jest czynnikiem ryzyka wystapienia deficytow
poznawczych w przebiegu schizofrenii (Hagi i wsp., 2021). Wraz z wiekiem nadcis$nienie
tetnicze prowadzi do nagromadzenia uszkodzen tkanki nerwowej w mézgu SHR, co powoduje
pojawienie si¢ chordb naczyniowych mozgu, ktore prowadza do objawdéw podobnych do
demencji (Tayebati, 2011; Denver i wsp., 2019). U ludzi stwierdzono, ze schizofrenia zwigksza
dwuipotkrotnie ryzyko rozwoju demencji (El Miniawi i wsp., 2022). Podobnie, u oséb z ADHD
obserwuje si¢ wczesniejsze pojawianie si¢ ubytkow poznawczych w wieku dorostym (Callahan
i wsp., 2021), a ADHD samo w sobie jest czynnikiem ryzyka rozwoju schizofrenii (Gough
I Morrison, 2016; Jeon i wsp., 2023). Dodatkowo u 0sob ze schizofrenig, ktore do§wiadczyty
urazu psychicznego prowadzacego do PTSD, dochodzi do nasilenia zaréwno wytworczych, jak
i ubytkowych objawdw schizofrenii (EI Jabiry i wsp., 2022). Wszystkie te czynniki wskazuja
na ztozong interakcje miedzy schizofrenig a innymi zaburzeniami, co pozwala przypuszczac,

ze SLB u SHR maja wieloprzyczynowe podioze.
5.3.3. Podobienstwa miedzy zachowaniami SHR a objawami schizofrenii u ludzi

Ocena przydatnosci danego modelu zwierzgcego polega na sprawdzeniu, w jakim stopniu
odzwierciedla on patomechanizmy, objawy i skutecznos¢ terapii obserwowane u ludzi (Willner,
1984; Denayer 1 wsp., 2014). W nastepnym podrozdziale zostanie omdéwione, w jaki sposob
zachowania SHR, obserwowane w przeprowadzonych doswiadczeniach, stanowig SLB 1 jakie

mechanizmy mogg leze¢ u podstaw tychze zachowan.

5.3.3.1. Zamieranie SHR podczas treningu i testu FC

W przypadku wiekszosci badanych etapow FC, SHR wykazywaly dtuzszy czas zamierania niz
szczury Wistar, co obserwowano juz w okresie poczatkowym (przed prezentacja BW) w dniu
treningu oraz podczas znalezienia si¢ w samym konteksécie FC w dniu testu (Ryc. 4AB). Wyniki
te nie pokrywajg si¢ z wczesniejszymi doniesieniami, ktore wskazujag na ,ubytki
W warunkowaniu strachu” w postaci nizszego poziomu zamierania w porownaniu ze szczurami
normotensyjnymi, takimi jak Wistar (Calzavara i wsp., 2009; Calzavara i wsp., 2011b; Peres
i wsp., 2018a; Peres i wsp., 2018b) czy Sprague-Dawley (Ledoux i wsp., 1983) oraz WKY
(Ledoux 1 wsp., 1983). Nalezy zwrdci¢ uwage, ze w wymienionych wyzej pracach, przy
zastosowaniu stada Wistar jako kontroli w FC bodzcem warunkowym byt wyltacznie kontekst
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klatki, co stanowi istotng réznice z protokotem uzytym w rozprawie. Ponadto odczytany
poziom zamierania SHR w kontekscie byt zblizony do warto$ci odnotowanej u SHR zbadanych
w ramach niniejszej rozprawy (od 10% do 20%; Ryc. 4B; por. Ryc. 2 w pracy Calzavary i wsp.,
2009; Ryc. 1, 2, 3 w pracy Calzavary i wsp., 2011b; Tab. 1. w pracy Peres i wsp., 2018a; Tab.
2. W pracy Peres i wsp., 2018c), zatem opisane przez inny zespot deficyty w warunkowaniu
wynikaly z wysokiego stopnia zamierania szczuréw Wistar. Natomiast Ledoux i wsp. (1983)
przeprowadzili trening FC w urzadzeniu do tego przystosowanym stosujac dzwigk jako BW,
ale test FC odbywat si¢ w klatkach bytowych szczurdéw, co utrudnia odniesienie ich wynikow
do zachowania SHR opisanych w rozprawie. Niemniej jednak, zachowanie SHR
zaobserwowane w ramach rozprawy mozna uzna¢ za wyraz nieprawidtowosci w uczeniu

warunkowym.

Zamieranie w okresie poczatkowym bylo wyzsze we wszystkich grupach SHR
niz odpowiednich grupach Wistar. prawdopodobnie wynika z wysokiego poziomu leku SHR.
Nie mozna wykluczy¢, ze wysoki stopien zamierania SHR odzwierciedla zaburzenia Iegkowe
powszechnie wspottowarzyszace schizofrenii u ludzi (Braga i wsp., 2013; Temmingh i Stein,
2015). W tescie FC ekspozycja SHR na kontekst (klatke, w ktorej przeprowadzono trening)
sprawiata, ze SHR zamieraly dluzej niz szczury Wistar; dodatkowo stopien zamierania nie rost
znamiennie po prezentacji BW, jak miato to miejsce w przypadku szczurow Wistar (Ryc. 4CD).
Brak wplywu dodania BW do kontekstu na zamieranie SHR moze wynika¢ z wysokiego
poziomu lgku SHR przed warunkami dos$wiadczenia. Prawdopodobne jest rowniez
wytlumaczenie, ze ze wzgledu na deficyty kognitywne, szczury te nie tworza asocjacji
pomigdzy bodzcem bolowym a BW, lecz jedynie z samym kontekstem klatki. Podobnie, u 0séb
ze schizofrenig opisano wystepowanie trudnosci z odréznieniem sygnatow bezpiecznych od
tych zwiastujacych zagrozenie w réznicowym FC (Tuominen i wsp., 2022). Wyniki te sugeruja,
ze SHR nie potrafig skutecznie oceni¢, ktore bodzce dochodzace z otoczenia sa wazne
W okreslonej sytuacji. U ludzi takie nieprawidtowosci okresla si¢ jako zaburzenie istotnosci
(ang. aberrant salience) i przypuszcza si¢, ze wptywa ono na nasilenie objawow wytwaorczych

oraz ubytkowych schizofrenii (Kapur, 2003; Roiser i wsp., 2009).

Innym mozliwym wytlumaczeniem znacznego zamierania SHR oraz ich podatnos$ci na stres
jest wysoka aktywnos$¢ uktadu wspotczulnego (Judy i wsp., 1976), zwigkszona wrazliwo$¢
naczyn krwiono$nych na noradrenaling (Smith 1 wsp., 1984) oraz wyzsza reaktywno$¢ osi
nadnerczowej na rdzne czynniki stresowe (McCarty, 1983). Czynniki te wywotuja pojawienie

si¢ u SHR reakcji obronnych, ktore wyrazaja si¢ przez zamieranie (Miki 1 Yoshimoto, 2010).
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U pacjentow ze schizofrenig réwniez odnotowano nadaktywnos$¢ uktadu wspotczulnego

(Stogios i wsp., 2021) a takze osi podwzgorze-przysadka-nadnercza (Yeap i Thakore, 2005).

Wobec tego dluzszy czas zamierania SHR w okresie poczgtkowym treningu FC 1 brak

zauwazalnego wzrostu zamierania po prezentacji BW prawdopodobnie stanowig SLB.

5.3.3.2. Niska liczba dlugich USV 22-kHz

Zbadano rowniez emisj¢ USV 22-kHz przez szczury SHR, ktéra nie byta wczesniej opisywana
w literaturze. Podczas treningu i testu FC niewiele SHR po otrzymaniu szoku elektrycznego
emitowalo dtugie USV 22-kHz, przez co ogdlna liczba USV tego typu byla nizsza niz
U odpowiednich grup szczuréw Wistar. Jednakze, gdy wzieto si¢ pod uwage wylacznie
wokalizujace osobniki SHR, liczba emitowanych przez nie dtugich USV 22-kHz byta taka sama
jak u szczuréw Wistar (Tab. 2). Dhugie USV 22-kHz uwaza si¢ za wskaznik odczuwania lgku
przez szczura (Jelen i wsp., 2003). Stwierdzono, ze liczba emitowanych awersyjnych USV jest
wspotmierna do dotkliwo$ci bodzcow bolowych w FC (Wohr 1 wsp., 2005). Na tej podstawie
mozna przypuszczaé, ze nie udato si¢ skutecznie uwarunkowa¢ SHR podczas FC, jednak
zwigkszony stopien zamierania tych szczuréw temu przeczy. Nalezy wiec poszukiwa¢ innych
przyczyn zaledwie sporadycznej emisji dtugich USV 22-kHz przez SHR. USV 22-kHz
pojawiaja si¢, gdy szczury przestajg odczuwaé bezposrednie zagrozenie (Kim i wsp., 2010), np.
po ucieczce do kryjowki (Litvin 1 wsp., 2007). Bialy 1 wsp. (2016; 2017; 2019) postuluja,
ze W przypadku zachowan rozrodczych USV 22-kHz sg emitowane w celu rozladowania
napiecia emocjonalnego. Wobec tego, SHR prawdopodobnie nie emitujg USV, poniewaz nie
dochodzi u nich do ostabienia/wygaszenia/redukcji stresu wynikajacego z otrzymania szokéw
elektrycznych. Swiadczyloby to o pozostawaniu w stanie ciaglej gotowosci na skutek
doswiadczania wylacznie kontekstu FC. Byloby to kolejng przestanka za tym, ze SHR nie

asocjuja BW z szokiem elektrycznym.

Niewykluczone, ze zachowanie SHR jest odpowiednikiem nadmiernej czujnosci na zagrozenie,
obserwowanej u 0sob ze schizofrenig (Mar 1 wsp., 1996; Dugré i wsp., 2019). Znikomg liczbg
USV podczas FC mozna takze interpretowac jako odpowiednik innych objawow ubytkowych
w schizofrenii, takich jak mowa zubozona (Miller i wsp., 1993) czy niezdolno$¢ do wyrazania
emocji (Trémeau, 2006). Wobec tego niskg emisj¢ dtugich USV 22-kHz przez SHR w trakcie

FC nalezy uzna¢ za nowe, nieopisane wczesniej zachowanie, bedace SLB.
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5.3.3.3. Wysoka liczba krétkich USV 22-kHz

SHR emitowaty z kolei wigcej krotkich USV 22-kHz niz szczury Wistar zarowno podczas FC
(Ryc. 4F, Tab. 4), jak i playbacku (Tab. 6, Ryc. 17, Tab. S15a). Wynik ten jest trudny do
interpretacji, poniewaz znaczenie biologiczne tych USV nie zostalo dotad wyjasnione
(Brudzynski i wsp., 1993). Istniejg przestanki sugerujace, ze krotkie USV 22-kHz pojawiajg si¢
w odpowiedzi na umiarkowany stres zwiazany z badaniem nowego otoczenia (Brudzynski
I wsp., 1993; Robakiewicz i wsp., 2019). W takim wypadku wysoka liczba tych USV jest
kolejnym dowodem na wysoka lekliwos¢ SHR, co odpowiada objawom schizofrenii (Lysaker

i Salyers, 2007).

Warto zauwazy¢, ze krotkie USV 22-kHz emitowane przez SHR i szczury Wistar nie
przypominaly typowych awersyjnych USV w obrazie spektrograficznym (por. Ryc. 1B
w Olszynski 1 wsp., 2023a). Nie mozna wykluczy¢, ze krotkie USV 22-kHz nie petnig Zadnej

funkcji spotecznej i pojawiajg si¢ mimowolnie, np. podczas ruchu.

Narihara i wsp. (2022), badajac USV samcow Sprague-Dawley w modelu schizofrenii
indukowanej poporodowo, obserwowali duza liczbe niskich, niemodulowanych USV
o charakterystyce krotkich USV 22-kHz (10-24 kHz, 6-23 ms), emitowanych w sytuacji braku
wyraznych dodatkowych bodzcoéw zewnetrznych. W chwili wprowadzenia do klatki samicy,
emisja tych dzwigckow obnizata si¢ i stawata si¢ porownywalna z grupa kontrolng. Autorzy
przypuszczaja, ze zachowanie to jest odpowiednikiem mamrotania/méwienia do siebie
(solilokwii), obecnego u pacjentow ze schizofrenig (Rutter, 1985; Higgins i Stitzer, 1989;
Kobayashi i Kato, 2000). Podawanie rysperydonu (leku o dziataniu przeciwpsychotycznym
drugiej generacji) zniwelowato roznice w emisji tych USV migdzy szczurami bgdacymi
modelem schizofrenii a grupa kontrolng, jednoczesnie zwigkszajac zainteresowanie samcoOw
samicami (Narihara 1 wsp., 2022). Na podstawie czestosci defekacji autorzy sugeruja, ze emisja
tych USV byta niezalezna od poziomu lgkliwosci szczurow. Podobnie, w doswiadczeniach
opisywanych w niniejszej rozprawie, emisja krotkich USV 22-kHz, byta wyzsza u SHR niz
Wistar w ciggu pierwszych 10 min ciszy sesji playbackowej, niezaleznie od stopnia
warunkowania, lecz po odtwarzaniu USV z glo$nika obnizalta si¢ 1 stawala porownywalna
(Tab. 5). Obserwacja ta zgodna jest z przypuszczeniem, ze te USV sg odpowiednikiem obecne;j
W schizofrenii solilokwii. Jednakze podawanie haloperidolu, opisane w tej rozprawie,
W przeciwienstwie do rysperydonu, nie wywolato istotnego obnizenia liczby kréotkich USV
22-kHz, co mozna tlumaczy¢ dwojako: po pierwsze, haloperidol, w przeciwienstwie do
rysperydonu, nalezy do lekdw o dzialaniu przeciwpsychotycznym pierwszej generacji, moze
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mie¢ wigc inny zakres dzialania w uktadzie nerwowym; po drugie, w badaniu efektu
haloperidolu nie zastosowano bezwzglednej grupy kontrolnej (szczuréw ,,zdrowych”), jak to
mialo miejsce w badaniu Narihary i wsp. (2022). Wysoka emisja krotkich USV 22-kHz przez
SHR — w poréwnaniu ze szczurami Wistar — prawdopodobnie nalezy do SLB, lecz z powodu

niejasnej funkcji tych USV interpretacje te nalezy traktowac ostroznie.

5.3.3.4. Aktywnos¢ lokomotoryczna SHR podczas playbacku

Badane w rozprawie SHR cechowaty si¢ wysoka aktywnoscig lokomotoryczng (Tab. S5
w pracy Olszynskiego i wsp., 2023a), co jest zgodne z wczesniejszymi doniesieniami (Van Den
Buuse, 1994; Hsieh i Yang, 2008). Aktywnos$¢ lokomotoryczna SHR byta wyzsza niz szczurow
Wistar podczas sesji playbacku, szczegdlnie w ciggu pierwszych 10 min przed prezentacja
sygnatow z glosnika (Ryc. S2AEIM w pracy Olszynskiego i wsp., 2023a). Playback USV
wplywal na aktywno$¢ lokomotoryczng szczurow: odtwarzanie USV 50-kHz wywotywato
nagly wzrost aktywnos$ci lokomotorycznej, natomiast USV 22-kHz skutkowato ograniczeniem
aktywnosci lokomotorycznej po zakonczeniu sygnalow. Jednakze w obu przypadkach zmiana
w drodze przebytej przez SHR byla mniejsza niz u szczuréw Wistar (Ryc. 15-16AB,
Tab. S5-S6).

Zachowanie SHR mozna interpretowac jako mniejsze zainteresowanie bodzcami o charakterze
spotecznym, co potwierdzaja obserwacje innych badaczy (Calzavara i wsp., 2011b; Almeida
i wsp., 2014; Robinson i Bucci, 2014; Diana i wsp., 2018). Uwaza sig¢, ze rzadkie nawigzywanie
kontaktu z innymi osobnikami przez SHR jest odzwierciedleniem objawéw zaréwno ADHD
(Gauthier i wsp., 2015; Robinson i wsp., 2021), jak i schizofrenii (Sams-Dodd, 1998; Peres
i wsp., 2018b). Unikanie kontaktu spotecznego jest powszechna cecha chorych na schizofrenig,
pojawiajaca si¢ pierwotnie lub nabywang w efekcie negatywnej reakcji spoteczenstwa na

schizofreni¢ (Goldberg 1 Schmidt, 2001; Jetha 1 wsp., 2007; Jetha i wsp., 2013).

Mniegjsza aktywnos$¢ lokomotoryczna w odpowiedzi na playback u SHR prawdopodobnie
wynika z niskiego zainteresowania sygnatami 1 nieprawidtowej interpretacji styszanych USV.
Mozna przypuszcza¢ zatem, ze u SHR wystepuja SLB przypominajace zaburzenia oceny
istotno$ci bodZcoéw o znaczeniu spotecznym pojawiajacych si¢ u osoéb chorych na schizofrenig

(Forcina i wsp., 2020).
5.3.3.5. Niska liczba USV u SHR podczas playbacku

Najbardziej uderzajaca rdéznica w zachowaniu SHR, w poréwnaniu ze szczurami Wistar, byla

niska liczba USV emitowanych w odpowiedzi na playback przez szczury, ktére otrzymaty
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bodzce bolowe podczas FC. Mediany liczby USV grup kontrolnych SHR byty takze nizsze od
wynikow odpowiadajacych im grup szczuréw Wistar, aczkolwiek jedynie sporadycznie rdéznice
te byly znamiennie. Efekt szczepu/stada byt widoczny zarowno w przypadku odtwarzania USV
50-kHz, jak i 22-kHz (Ryc. 18AB-19AB, Tab. S16cd).

Charakterystyka komunikacji ultradzwigkowej SHR nie zostata dotad opublikowana, co
uniemozliwia doktadne porownanie uzyskanych wynikéw z istniejgcg wiedza. Nadcisnienie
tetnicze prowadzi z wiekiem do postepujacego uszkodzenia stuchu u tych szczurow
(McCormick i wsp., 1982; Lippincott i Rarey, 1997). Istnieje w takim wypadku ryzyko, ze SHR
nie slysza wyraznie odtwarzanych USV, co wptywa negatywnie na ich odpowiedz na playback.
Jednakze, zwierz¢ta uzyte do badan byly zbyt mtode (w wieku 3 miesi¢gcy w dniu playbacku),
aby pojawity si¢ u nich zauwazalne ubytki stuchu, ktére odnotowano dopiero u SHR w wieku
20 miesiecy (Kappelmann i wsp., 1987). Dodatkowo wyniki do$§wiadczenia z podawaniem
haloperidolu (omowione w nastgpnej sekcji, Rozdz. 5.4) wskazuja na to, ze SHR poprawnie
stysza sygnaty ultradzwigkowe. Mozna wigc przypuszczaé, ze SHR emitujg nieliczne USV

Z powodu zaburzen w zachowaniach prospotecznych i komunikacji migdzyosobnicze;j.

USV 50-kHz emitowane przez SHR cechowaly si¢ takze nizsza czgstotliwoscia niz te
pochodzace od szczuréw Wistar (Ryc. 18D-19D, Tab. S16c¢d). Saito i wsp. (2019) wykazali,
ze czgstotliwos¢é USV jest kluczowa zmienng wplywajaca na percepcje tych dzwiekow przez
inne osobniki. Jednocze$nie wlasciwosci dzwiekéw emitowanych przez szczury sa zalezne od
cech anatomicznych krtani (Riede, 2013). Wykazano, ze na skutek nadcis$nienia tetniczego
dochodzi do uszkodzenia zmielinizowanych neuronéw ruchowych, kontrolujacych napigcie
migéni glosowych (da Silva 1 wsp., 2016). W efekcie dochodzi do zmniejszenia zlozonosci
i zakresu czestotliwosci USV  emitowanych przez zwierzeta (Basken i wsp., 2012).
Na podstawie doswiadczen przeprowadzonych w ramach tej rozprawy nie da si¢ jednoznacznie
oceni¢, czy wilasciwosci USV emitowanych przez SHR wynikaja z przyczyn o podlozu
emocjonalnym czy patofizjologicznym, a zatem nie ma podstaw, by stwierdzi¢, ze nizsza

czestotliwos¢ USV stanowi SLB.

Mniejsza liczba USV u SHR w odpowiedzi na playback moze by¢ interpretowana wielorako.
Po pierwsze, jako odpowiednik wycofania spotecznego, obecnego takze u chorych
na schizofreni¢ (Hansen i wsp., 2009; de la Asuncion i wsp., 2015); taka interpretacje
potwierdzataby mniejsza zmiana w aktywnosci lokomotorycznej SHR w odpowiedzi na
odtworzenie USV 50-kHz. Po drugie, jako zachowanie analogiczne do mowy zubozonej,
nalezacej do objawow ubytkowych schizofrenii (Miller i wsp., 1993); aby to potwierdzi¢,
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W przysztosci nalezaloby przeprowadzi¢ analiz¢ roznorodnosci klas USV emitowanych przez
SHR. Po trzecie, jako nieinterpretowanie przez SHR ustyszanych USV 50-kHz jako sygnatow
prospotecznych; w takim przypadku zachowanie to nalezaloby uznaé¢ za odpowiednik
zaburzenia oceny istotnos$ci bodzcoéw, obecnego w schizofrenii (Kapur, 2003; Roiser 1 wsp.,
2009). Zaburzenia istotnosci u SHR zostang oméwione szerzej w Rozdz. 5.4, poswigconym

omoéwieniu doswiadczenia, w ktorym szczurom podawano haloperidol.
5.3.4. Podsumowanie

Zgodnie z przyjeta hipoteza odpowiedz behawioralna SHR na playback byta odmienna od tej
obserwowanej u szczuréw Wistar. Przeprowadzone do$§wiadczenia potwierdzily wystepowanie
znanych oraz ujawnily nowe SLB, obecne w szczepie SHR. Prawdopodobnie szczury te
wykazywaty uogdélniony lek podczas treningu i testu FC, a takze upo$ledzong zdolno$¢
asocjacji BW z szokiem elektrycznym. Zbadanie zachowania SHR podczas playbacku
dostarczyto nowych informacji na temat deficytéw w behawiorze spotecznym szczurdéw tego
szczepu. Analiza USV emitowanych przez SHR wujawnita wystepowanie nieopisanych

dotychczas SLB zwigzanych z komunikacja spoteczng.

5.4. Wplyw podawania haloperidolu na zachowanie SHR

W poprzedniej sekcji dyskusji stwierdzono, ze cechy odpowiedzi ultradzwigkowe; SHR na
playback USV spetniajg kryteria SLB. Analiza zachowania szczuréw dostarczyta informacji
tylko na temat trafnos$ci fasadowej szczepu SHR jako modelu schizofrenii. W kolejnym
podrozdziale zostang omdowione wyniki dos§wiadczen sprawdzajacych trafno$¢ prognostyczna
modelu na podstawie zmian w behawiorze nastepujacych po otrzymaniu przez SHR leku
0 dziataniu przeciwpsychotycznym — haloperidolu. Rezultaty zostang takze przedyskutowane
pod katem etiologicznych podstaw nieprawidtowosci pojawiajacych si¢ w schizofrenii —
trafthosci teoretycznej. Umozliwi to zweryfikowanie hipotezy drugiej, wedtug ktorej podawanie

haloperidolu przywraca odpowiedz ultradzwigkowa SHR na playback.
5.4.1. Wplyw podawania haloperidolu na emisj¢ USV przez SHR

W  doswiadczeniu odtwarzania sygnaldow z glosnika stwierdzono wigkszg czgstosé
wokalizowania u szczuréw SHR otrzymujacych haloperidol niz u zwierzat kontrolnych
(Ryc. 19A). Co wigcej, wieksza liczba USV nie byta zjawiskiem uogoélnionym, a wystgpujacym
specyficznie po odtworzeniu z gltosnika USV 50-kHz. Wyjasnienie tego wyniku umozliwia

analiza transmisji synaptycznej z udziatem dopaminy, ktorg haloperidol hamuje.
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U szczurow styszane USV réznych typow sg przetwarzane przez odmienne obszary mozgu.
Odtworzenie USV 50-kHz powoduje aktywacj¢ kory czolowe;j i jadra potlezacego (Sadananda
I wsp., 2008). Kora czolowa jest rowniez strukturg kluczowag dla emisji USV 50-kHz
wywotywane] podawaniem amfetaminy, ktora jest agonista receptorow dopaminergicznych
pobudzajacych neurony (Costa i wsp., 2020). Z kolei w jadrze potlezacym wyrzut dopaminy
nastepuje podczas ekspozycji na USV 50-kHz (Willuhn i wsp., 2014). U SHR opisano liczne
zmiany w przekaznictwie dopaminergicznym w mozgu. W korze czotowej i grzbiecie
hipokampa SHR, w poréwnaniu ze szczurami Wistar, stwierdzono wystgpowanie wyzszej
liczby neurondéw zawierajagcych hydroksylaze tyrozynowa — enzym przeksztalcajacy
L-tyrozyng w dopaming — i W konsekwencji wyzsze stezenie dopaminy (Le&o i wsp., 2021).
Natomiast w jadrze potlezacym u SHR stwierdzono podwyzszong czutos¢ receptorow D2 na
niskie stezenia endogennej dopaminy (Russell 1 wsp., 1995). Dodatkowo w calym prazkowiu
(ktérego czes¢ stanowi jadro potlezace), obserwuje sie u SHR zwigkszong ekspresje genow
kodujacych ten receptor (Madhyastha i wsp., 2024). Obserwacje te wskazuja na nasilenie
transmisji dopaminergicznej w mozgu SHR. Podobne zjawisko odnotowano u 0séb cierpigcych
na schizofreni¢ (Kapur i Remington, 1996; Howes i wsp., 2009; Kegeles i wsp., 2010),

co potwierdza trafno$¢ teoretyczna SHR jako zwierzgcego modelu tej choroby.

Niewykluczone, ze nadmierna transmisja dopaminergiczna powoduje, iz odtworzenie USV 50-
kHz, ktore zwykle u szczuréw powoduje uwolnienie dopaminy, w przypadku SHR nie jest
w stanie efektywnie nasili¢ tej wyjsciowo zwigkszonej transmisji. Mozna wigc przypuszczac,
ze wyregulowanie (ostabienie) pobudzenia dopaminergicznego przez podanie haloperidolu,
antagonisty receptoréw D2, na tyle obniza wyjsciowy poziom dopaminy w mozgu, ze mozliwy
jest wzrost jej wydzielania w odpowiedzi na odtworzenie USV 50-kHz. W efekcie USV
50-kHz, ktore dla SHR prawdopodobnie nie maja przekazu apetytywnego, nabywaja takie
znaczenie. Innymi slowy, dzieki podaniu haloperidolu zostaje przywrocona istotnos¢ bodzca
pochodzacego z zewnatrz. Co wazne, schizofreni¢ u ludzi definiuje si¢ miedzy innymi wiasnie
jako zaburzenie oceny istotnosci doswiadczanych bodzcow (Winton-Brown i wsp., 2014), ktore
powigzano z nadmierng transmisja dopaminergiczng z udziatem receptorow D2 w prazkowiu

(Howes i wsp., 2009; Kegeles i wsp., 2010; Howes i Onwordi, 2023).

Wigksza liczba emitowanych USV 50-kHz przez SHR przyjmujace haloperidol w odpowiedzi
na specyficzny bodziec (USV 50-kHz) jest kolejnym argumentem przemawiajacym za
uzyteczno$cig stosowania tych zwierzat jako modelu schizofrenii i testowania na nich dziatania

nowych lekow o dziataniu przeciwpsychotycznym.
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5.4.2. Wplyw podawania haloperidolu na aktywno$¢ lokomotoryczna SHR w OF

Podawanie haloperidolu wywotato obnizenie aktywnosci lokomotorycznej SHR w OF

(Ryc. 21A), lecz nie w innych testach, gdzie mierzono dystans przebyty przez zwierzgta

(playback USV, Ryc. 20A-B; NOR, niepokazane).

SHR cechuje wysoka aktywnos¢ lokomotoryczna (Hsieh i Yang, 2008), ktéra prawdopodobnie
wynika z wysokiej aktywnos$ci uktadu wspolczulnego (Zubcevic i wsp., 2018). W uktadzie
wspotczulnym wystepuja pobudzajace, adrenergiczne receptory a1 (Palaia i wsp., 2018), ktore
sg niespecyficznie blokowane przez haloperidol (Morimoto i wsp., 2002; Cahir i wsp., 2004).
Mozliwe, ze nizsza aktywnos$¢ lokomotoryczna SHR otrzymujacych haloperidol, obserwowana
w OF, jest efektem obnizenia pobudzenia uktadu wspotczulnego. Uktad wspotczulny reguluje
reakcje ,,uciekaj albo walcz” (Jansen i wsp., 1995), ktora moze pojawiaé si¢ w odpowiedzi na
znalezienie si¢ w nieznanym otoczeniu (Grossman, 1972). Zatem, wyzsza aktywnos$¢
lokomotoryczna grupy kontrolnej SHR podczas pierwszego kontaktu z OF przypuszczalnie
wynika z chegci ucieczki z areny. Wedtug teorii poliwagalnej Porgesa, dominacja ukfadu
wspotczulnego hamuje zmielinizowana cze$¢ uktadu przywspotczulnego i zwigzane z jej
aktywnos$cig zachowania prospoteczne i eksploracyjne (Porges, 2001; Porges, 2010). U SHR
otrzymujacych haloperidol mogto doj$¢ do zmiany réwnowagi w uktadzie autonomicznym na
korzy$¢ uktadu przywspotczulnego, czego wynikiem byla mniejsza niz w grupie HALOO
aktywnos$¢ lokomotoryczna w OF. Natomiast brak réznic w aktywnos$ci lokomotorycznej grup
podczas odtwarzania sygnalow z glosnika 1 NOR, moze wynika¢ z przyzwyczajenia si¢
szczurow do warunkéw doswiadczalnych: sesje playbackowe byly poprzedzone okresem
habituacji, a NOR — przeprowadzany w tej samej arenie co OF, ktora szczur poznat dzien
wcezesniej.  Przyzwyczajenie  prawdopodobnie spowodowalo obnizenie pobudzenia
wspolczulnego u zwierzat we wszystkich grupach (Knardahl i Sagvolden, 1979; Grissom

i Bhatnagar, 2009).

Wydaje si¢, ze wyjsciowo wysokie pobudzenie uktadu wspoétczulnego u SHR wywotuje reakcje
typu ,,uciekaj albo walcz”, ktéra powoduje wysoka aktywno$¢ lokomotoryczng w OF grupy
HALOO. Natomiast w grupach przyjmujacych haloperidol przypuszczalnie doszto do
ostabienia wspolczulnej transmisji adrenergicznej przez blokowanie receptoréw ai. Dlatego tez
podawanie haloperidolu doprowadzito do pojawienia si¢ zachowan eksploracyjnych, zaleznych
od uktadu przywspoétczulnego. Interpretacje te nalezy w przysztosci zweryfikowac za pomoca

badan biochemicznych.
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5.4.3. Wplyw podawania haloperidolu na l¢kliwosé¢ SHR w OF

U SHR stwierdzono wigkszg liczbe emitowanych krotkich USV 22-kHz w okresie
poczatkowym przed FC oraz wysokie zamieranie w tescie kontekstu warunkowania (Rozdz.
4.2, Ryc. 4), co mozna uznawac za objaw leku. Test OF rowniez stosuje si¢ w celu badania Igku
zwierzat (Prut i Belzung, 2003). Zaburzenia lgkowe czgsto wspotwystepuja ze schizofrenig
(Braga i wsp., 2013; Temmingh i Stein, 2015). W OF opisano zachowania SHR, ktore
$wiadczyty o odczuwaniu lgku przez szczury oraz o potencjalnym przeciwlekowym dziataniu
haloperidolu, gdy byl podawany wraz z agonista receptoréw serotoninergicznych (Wesotowska
i wsp., 2021). Opisane w rozprawie zwierzgta otrzymujace haloperidol byly mniej aktywne
lokomotorycznie, wykonywaty mniej stojek i pozniej oddawaty mocz (wyzsza latencja do

mikcji) niz szczury z grupy kontrolne;j.

W celu oceny poziomu leku zwierzgcia w OF bada si¢ zachowania takie jak: aktywnos¢
lokomotoryczna, czas przebywania w centrum/brzegach areny, liczbe wykonywanych stojek,
liczbe epizodow mikcji 1 defekacji (Prut 1 Belzung, 2003; Gould i wsp., 2009; Seibenhener
I Wooten, 2015; Harro, 2018). W trakcie OF u wszystkich grup szczuréw przyjmujacych
haloperidol odnotowano nizsze wartosci catkowitej aktywnosci lokomotorycznej niz w grupie
kontrolnej (Ryc. 21A). Taka obserwacje czesto interpretuje si¢ jako lek zwierzecia przed
eksploracja nowego otoczenia (Kraeuter i wsp., 2019). Jednakze nalezy zachowaé ostroznos¢
w interpretacji aktywnosci lokomotorycznej zwierzat, poniewaz moze ona wynika¢ z wielu
czynnikow zarowno wewnetrznych, jak 1 zewngtrznych (Kelley, 1993). SHR jako szczurzy
model ADHD cechuje wysoka aktywnos¢ lokomotoryczna nawet w awersyjnym otoczeniu
(Mormede 1 wsp., 2002). U SHR obserwowano podwyzszong aktywnos¢ lokomotoryczng w
OF — w poréwnaniu ze szczurami WKY (Knardahl i Sagvolden, 1979; Gentsch i wsp., 1987)
i Wistar (Khorevin i wsp., 2004), lecz niektérzy badacze opisali wynik przeciwny — mniejsza
aktywno$¢ lokomotoryczng SHR w OF niz szczuréw Wistar i Sprague-Dawley (Sagvolden
i wsp., 1993). Ponadto przypuszcza si¢, ze poczatkowa wysoka aktywno$¢ lokomotoryczna
SHR wynika z silniejszej od leku impulsywnosci tych zwierzat (Tchekalarova i wsp., 2023).
Zatem, w przypadku SHR sam pomiar aktywnosci lokomotorycznej w OF nie jest
wystarczajacy, by oceni¢ ich lgkliwos$¢ i nalezy zbada¢ takze inne zachowania towarzyszace
aktywnosci lokomotorycznej. Mozna przypuszczaé, ze nizsza aktywnos¢ lokomotoryczna
w OF wraz z mniejszg liczbg stojek szczurow otrzymujacych haloperidol wskazuje na celowa
eksploracje areny OF, podczas gdy wysoka aktywnos$¢ lokomotoryczna grupy HALOO i liczne

stojki wynikaja z ich nadaktywnos$ci ruchowej, obecnos$ci zachowan stereotypowych lub checi
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ucieczki z areny, a nie z mniejszej lgkliwosci. Okreslenie, czy przyczyng danego zachowania
jest nadmierna aktywnos$¢ lokomotoryczna, czy obnizona Igkliwo§¢ SHR, sprawia problemy

réwniez innym grupom badawczym (Tchekalarova i wsp., 2023).

Ponadto u wszystkich szczurow otrzymujacych haloperidol zaobserwowano nizsza liczbg
stojek (Ryc. 21C). Wedtug Prut i Belzung (2003) wysoka liczba stdjek jest oznaka niskiej
Igkliwosci zwierzat. Jednakze inni zaobserwowali wigcej stojek w OF z dodatkiem kryjowki,
jesli szczurom uniemozliwiono mozliwo$¢ ucieczki do nory. Takg sytuacje uznano za
wywotujacg Iek u zwierzgcia (Genaro 1 Schmidek, 2000). Wytlumaczeniem rozbieznych
obserwacji jest spostrzezenie, ze stojki wykonywane na $rodku OF sa zachowaniem
eksploracyjnym niewynikajacym z lgku (Sturman i wsp., 2018), natomiast stojki podparte przy
Sciankach OF sg poszukiwaniem drogi ucieczki (Kuniishi i wsp., 2017). Dlatego wigksza liczba
stojek w grupie HALOO przypuszczalnie wskazuje na wyzszy lgk zwierzat. Natomiast nizsza
liczba stojek u szczuréw otrzymujacych haloperidol sugeruje obnizenie poziomu Igku, a takze
wplyw leku na wzmocnienie aktywnosci eksploracyjnej. Alternatywnym wytlumaczeniem tego
zjawiska jest to, ze stojki sg odpowiednikiem zachowan stereotypowych w schizofrenii, ktore
zanikajag w wyniku podania leku o dziataniu przeciwpsychotycznym (Peres i wsp., 2018b).
W celu potwierdzenia tych przypuszczen, w przysztosci nalezatoby takze doktadniej mierzy¢
okolicznosci 1 miejsce, w jakich odbywaja si¢ stojki, a takze zbada¢ wystepowanie innych

zachowan stereotypowych u SHR.

Szczury nieotrzymujace haloperidolu takze wczesniej oddawaty mocz po wtozeniu do OF niz
grupa HALOI 1 obie grupy przyjmujace haloperidol analizowane razem (Ryc. 21E). Czgstos¢
mikcji w nowym otoczeniu zostata zaproponowana jako miara emocjonalnosci zwierzat (Hall,
1934). Niska latencja do mikcji w grupie HALOO jest najprawdopodobniej reakcja lekowa w
odpowiedzi na znalezienie si¢ w nieznanym miejscu. P6zniejsze oddawanie moczu w OF przez
szczury otrzymujace haloperidol prawdopodobnie wynika z nizszej lekliwosci w nowym

otoczeniu.

Na podstawie obserwacji zachowania SHR w OF mozna przypuszczaé, ze podawanie
haloperidolu obnizyto lgkliwo$¢ szczurow. Argumentem opowiadajacym za takg interpretacja
jest potwierdzone dziatanie przeciwlgkowe tego leku u ludzi (Blin i wsp., 1996). Ocena
lgkliwo$ci zwierzat wymaga ztozonej analizy behawioru, ktéra w przysziosci nalezy uzupetnic

0 pomiar np. st¢zenia hormondéw stresu we krwi szczurow.
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5.4.4. Podsumowanie

Zgodnie z przewidywaniami podawanie haloperidolu zwigkszyto u SHR odpowiedz
ultradzwiekowa na playback USV, specyficznie po odtwarzaniu 50-kHz USV. Niska liczba
USV emitowanych przez szczury kontrolne i zbadane w poprzednim doswiadczeniu (Rozdz.
5.3) przypuszczalnie wynikala z nadmiernej transmisji dopaminergicznej w mozgu. Lek,
blokujac receptory D2, najprawdopodobniej uregulowat przekaznictwo nerwowe w prazkowiu.
Skutkowato to zmiang w sposobie percepcji i interpretacji USV 50-kHz przez SHR: sygnaty
uzyskaty znaczenie spoteczne dla szczurow. Niewykluczone, ze zachowanie SHR odpowiadato
zaburzeniom oceny istotnosci bodzcow, obecnym u chorych na schizofreni¢ i wynikajacym
Z nadmiernej transmisji z udziatem dopaminy. W takim przypadku charakter odpowiedzi na
playback przez SHR spehia kryteria trafnosci fasadowe;j i predykcyjnej modelu schizofrenii.
W przysztosci nalezy sprawdzi¢, czy wystepuje korelacja pomigdzy wzrostem stezenia

dopaminy w prazkowiu SHR a liczbg emitowanych USV w odpowiedzi na playback.

Otrzymane wyniki wskazuja, ze badanie odpowiedzi szczurdw na playback USV jest efektywna
metoda sprawdzania skutecznos$ci dziatania haloperidolu w znoszeniu SLB u SHR.
W przysztosci nalezy sprawdzi¢, czy inne leki o dziataniu przeciwpsychotycznym, np. leki
drugiej generacji, takie jak klozapina, olanzapina czy rysperydon, ktore byly stosowane
w innych do$wiadczeniach (Calzavara i wsp., 2009; Calzavara i wsp., 2011a; Levin i wsp.,
2011), bedg miaty podobny wptyw na USV szczurow. Wartosciowe bytoby takze zbadanie, jak
haloperidol i inne leki o dziataniu przeciwpsychotycznym oddziatujg na USV emitowane przez

SHR podczas treningu i testu FC a takze w sesji playbacku po warunkowaniu.

5.5. Zastosowanie playbacku USV u SHR w badaniu SLB i poszukiwaniu
nowych lekow o dzialaniu przeciwpsychotycznym w poréwnaniu z innymi
testami behawioralnymi

Poniewaz podtoze schizofrenii jest wieloczynnikowe (Andreasen, 1999; Dean i wsp., 2003;
Pickard, 2011), a zwierzece modele tej choroby odwzorowuja jej etiologie z r6zng doktadnoscia
(Moghaddam i Jackson, 2003; Jones i wsp., 2011), nie istnieje uniwersalny test, ktory w petni
sprawdzalby trafno$¢ modeli oraz pozwalat potwierdzi¢ skutecznos¢ terapeutyczng nowych
strategii farmakologicznych (Ellenbroek i Cools, 2000; Ang i wsp., 2021). Dlatego wymagane
jest przeprowadzanie zréznicowanych doswiadczen behawioralnych w celu wykrycia
terapeutycznego dziatania substancji (Ang i wsp., 2021). Efekty podawania haloperidolu na

zachowanie SHR w odpowiedzi na odtwarzane USV wskazujg na potencjatl zastosowania
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playbacku zarowno w badaniu szczurzych modeli schizofrenii, jak i w ocenie skutecznos$ci
lekow o dziataniu przeciwpsychotycznym, testowanych w tych modelach. Z tego powodu

nalezy poréwnac playback USV z innymi testami behawioralnymi, stosowanymi w badaniu
SLB.

5.5.1. Test zaburzen w komunikacji spolecznej

Chociaz zaburzenia mowy sg w przebiegu schizofrenii powszechne, niektérzy postuluja,
ze niemozliwe jest ich odzwierciedlenie w modelach zwierzecych tej choroby (Ellenbroek
i Cools, 2000; Ang i wsp., 2021). Ang i wsp. (2021), zamiast bada¢ je bezposrednio, proponuje
W zamian ogolne badanie wystepowania odpowiednikow objawdéw deficytowych za pomoca
testu uniesionego labiryntu krzyzowego (ang. elevated plus maze, EPM) i testu preferencji
sacharozy (ang. sucrose preference test). Takie podejscie nie pozwala bezposrednio ocenié
wystepowania SLB przypominajacych zaburzenia komunikacji sygnatami akustycznymi, ani
skutecznos$ci lekow wplywajacych na ten objaw. Dlatego tez analiza odpowiedzi szczurow na
playback USV uzupehia istotng luk¢ w dostepnych metodach badania schizofrenii. Jednakze,
poniewaz alogia u ludzi przejawia si¢ w ograniczonym zasobie stownictwa, w przysztosci
nalezy oceni¢ zroznicowanie klas USV emitowanych przez szczury w odpowiedzi na

odtwarzane USV.
5.5.2. Testy wycofania spolecznego

Wycofanie spoteczne w zwierzgcych modelach schizofrenii bada si¢ za pomocg testu SI
(Wilson i Koenig, 2014) lub testu tréjkomorowego (ang. three-chamber test; Kaidanovich-
Beilin i wsp., 2011). W testach tych wykazano korzystny efekt podania lekow o dziataniu
przeciwpsychotycznym drugiej generacji w postaci dluzszego czasu spedzonego przez
zwierzeta na interakcji z innymi osobnikami (Becker i Grecksch, 2004; Kaidanovich-Beilin
i wsp., 2011), takze u SHR (Calzavara i wsp., 2011a). Efekt ostabienia objawow deficytowych
jest obserwowany znacznie czg$ciej w terapii lekami drugiej generacji niz pierwszej (Miyamoto
i Nitta, 2014; Barnes i wsp., 2017). Prawdopodobnie wlasnie dlatego w niniejszej rozprawie
nie obserwowano efektu haloperidolu (leku pierwszej generacji) w tescie SI, co zgodne jest z
wynikami innych badaczy (Calzavara i wsp., 2011a). Jednakze prospoteczny efekt podawania
haloperidolu obserwowany byt w playbacku: szczury przyjmujace lek wokalizowaly wiecej w
odpowiedzi na prospolteczne USV 50-kHz niz szczury nieprzyjmujace go. Mozliwe wiec,
ze playback USV uwydatnia efekty podawania lekéw o dziataniu przeciwpsychotycznym na

SLB zwigzane z wycofaniem spotecznym, ktore sg trudne do uchwycenia w tescie SI.
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5.5.3. Test zaburzen oceny znaczenia bodzcow

Obecne w schizofrenii zaburzenia zdolnosci do bramkowania sensomotorycznego
(tj. automatycznego procesowania informacji), ktoére umozliwia ostabienie znaczenia
nieistotnych bodzcéw na podstawie przestanek z otoczenia, bada si¢ za pomocg testu zjawiska
PPI (Swerdlow i wsp., 2008b). Test ten, zaréwno u ludzi, jak i zwierzat pozwala na oceng, W
jakim stopniu reakcja wzdrygnigcia na bodziec (sygnal, najczesciej dzwigk) zostaje obnizona
przez wczesniejsze podanie stabszego przed-sygnalu tego samego rodzaju (Baranowska
i Wisniewska, 2017). Wynik testu u ludzi pozostaje stabilny fenotypowo przy powtérnym
testowaniu (Cadenhead i wsp., 1999; Flaten, 2002; Ludewig i wsp., 2002), nawet przez rok
(Light i wsp., 2007). Deficyty w PPI u 0s6b ze schizofrenig sa doktadnie odzwierciedlone w
zwierzecych modelach choroby (Geyer i wsp., 2002; Ang i wsp., 2021), zarébwno na polu
objawow, jak i patomechanizmu (Braff i Geyer, 1990; Braff i wsp., 2001; Tapias-Espinosa
i wsp., 2019). Co wigcej, leki o dziataniu przeciwpsychotycznym zwiekszajg PPI zardwno
u chorych na schizofrenig, jak i w zwierzgcych modelach tej choroby (Kumari i Sharma, 2002;

Powell i Miyakawa, 2006).

Mimo wielu zalet testu PPl w badaniach nad schizofrenia, posiada on takze ograniczenia.
Istnieje znaczna zmienno$¢ w poziomie PPI zarowno u oséb zdrowych, jak i ze schizofrenig
(Braff i wsp., 2001); w efekcie brak jest warto$ci referencyjnych wskazujacych norme
(Swerdlow i wsp., 2008b). Zjawisko niskiego PPI obecnego u 0sob chorych na schizofreni¢ nie
jest tozsame z gtownymi objawami tej choroby (Swerdlow i wsp., 2008b). Nie potwierdzono
rowniez korzysci zwigzanych z niska lub wysoka wartoscig PPl. Co wigcej, wynik testu PPI
nie jest wskaznikiem pozwalajacym przewidzie¢ wystgpowania innych objawow schizofrenii
ani skutecznosci terapii farmakologicznej w ich zwalczaniu (Swerdlow i wsp., 2008b). PPI
podwyzszane jest takze przez nikotyne, ktora nie ma udowodnionego dzialania
przeciwpsychotycznego (Kumari i wsp., 2001; Swerdlow i wsp., 2006a). U szczuréw
zauwazono, ze zmieniajac dlugos$¢ interwatu pomigdzy przed-sygnalem a sygnatem uzyskuje
si¢ zmienne odczyty deficytu PPI w tych samych grupach zwierzat PPl (Swerdlow i wsp.,
2006b; Swerdlow i wsp., 2008a). Dlatego tez, mimo powszechnego stosowania testu PPI, nie

posiada on wartosci diagnostyczne;.

Playback USV pozwolit zbada¢ u SHR wplyw leku o dzialaniu przeciwpsychotycznym na
zjawisko oceny istotnosci bodzcoéw o biologicznie funkcjonalnym znaczeniu. Nie udowodniono

dotad, by poziom PPI miat warto$¢ przystosowawcza w funkcjonowaniu osobnika, sam zas test
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PPI uwaza si¢ za procedur¢ awersyjng dla zwierzat (Valsamis i Schmid, 2011), co sprawia,
ze playback USV stanowi bardziej akceptowalng alternatywe. PPl prawdopodobnie pozostanie
metoda shuzaca do wstgpnego badania zwierzgcych modeli schizofrenii i testowania
potencjalnych lekow, poniewaz literatura dotyczaca poziomu PPI w schizofrenii jest obszerna
1 potencjalne substancje o dziataniu przeciwpsychotycznym czesto wptywaja takze na poziom
PPI. Jest natomiast prawdopodobne, ze playback USV umozliwi analiz¢ bardziej ztozonych
mechanizmow oceny istotnosci bodzcow, ktdre nie sg mozliwe do zbadania za pomoca testu

PPI.
5.5.4. Testy niskiego afektu i anhedonii

U os6b chorych na schizofreni¢ wystgpuje obnizenie afektu, ktore bada si¢ w tescie
rozpoznawania emocji wyrazu twarzy; pacjenci majg trudnosci w okresleniu emocji obecnych
na twarzach innych ludzi przedstawianych na fotografiach (Morrison i wsp., 1988). Chorzy
zglaszaja takze w kwestionariuszach niskga zdolno$¢ do odczuwania przyjemnosci z doznan
zwigzanych z interakcja spoteczng (Blanchard i wsp., 1994; Ritsner i wsp., 2018). Testy
interpretacji mimiki oraz kwestionariusze nie posiadajg bezposredniego odpowiednika

stosownego w badaniach zwierzecych modeli schizofrenii (Ang i wsp., 2021).

Dlatego tez, w celu okreslenia poziomu afektu u zwierzat stosuje si¢ uniesiony test EPM
(O'Tuathaigh i wsp., 2010), pierwotnie zaproponowany jako test poziomu lgku zwierzecia
(Pellow i wsp., 1985). Zwigkszong lekliwos¢ w EPM interpretuje si¢ jako zjawisko
wspotwystepujace z ostabieniem reakcji emocjonalnych (Ang i wsp., 2021). Inng metoda
pomiaru afektu jest test wymuszonego ptywania (ang. forced swim test, O'Tuathaigh i wsp.,
2010), w ktérym szybsze zaniechanie ptywania przez zwierze ma odzwierciedlaé apatig¢
(Chatterjee 1 wsp., 2011; Shin i wsp., 2011). Z kolei w tescie preferencji sacharozy za wskaznik
anhedonii uznaje sie¢ niskie spozycie stodkiej wody w poréwnaniu do wody bez sacharozy (Ang
i wsp., 2021).

Wyrazng wada EMP i testu wymuszonego ptywania jest fakt, ze pomiar afektu jest posredni.
Oba testy nie dostarczajg bezposredniej informacji na temat stanu emocjonalnego zwierzecia,
ani jego reakcji na sygnaty o znaczeniu emocjonalnym. Natomiast analiza preferencji sacharozy
umozliwia ocen¢ zdolnosci czerpania chwilowej przyjemnosci z bodzcow fizycznych; jednakze
chorzy na schizofreni¢ nie wykazuja deficytow na tym polu (Moran i wsp., 2022). Playback
USV wykazuje przewage nad tymi testami, gdyz pozwala zbada¢ poziom pobudzenia

emocjonalnego zwierzat na bodzce o znaczeniu spotecznym w sposob bezposredni.
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Odpowiednikiem niskiego afektu i anhedonii spotecznej jest w nim przypuszczalnie mniejsze

zainteresowanie odtwarzanymi USV.
5.5.5. Podsumowanie

Walidacja zwierzecych modeli schizofrenii wymaga przeprowadzenia zréznicowanych testow
behawioralnych. Playback USV, zwtaszcza u SHR, stanowi uzupelnienie istnicjgcych metod
badania schizofrenii i dziatania lekéw na objawy tej choroby. Analiza odpowiedzi szczuréw na
odtwarzane USV umozliwia ocen¢ efektow terapeutycznych lekéw o dziataniu
przeciwpsychotycznym na specyficzne objawy, ktore nie sg tatwe do uchwycenia w innych
testach. W poréwnaniu z obecnie stosowanymi testami playback USV w bardziej bezposredni
i naturalny dla szczura sposob pozwala bada¢ stopien wycofania spotecznego oraz deficyty
w komunikacji spotecznej, afekcie i1 ocenie istotno$ci bodzcoéw. Dodatkowo stanowi
alternatywe, ktora nie wymaga analizy zachowania wielu zwierzat jednoczesnie, dla metod
oceniajacych zachowania spoteczne szczurow. Cho¢ testy takie jak PPI, EPM czy test
preferencji sacharozy maja swoje miejsce w badaniach nad schizofrenia, posiadaja
ograniczenia, takie jak brak bezposredniej wartosci diagnostycznej oraz jedynie posrednia

ocena wystepowania objawow schizofrenii w modelach zwierzgcych.

5.6. Ograniczenia przeprowadzonych doswiadczen i przyszte kierunki badan

Pomimo ze wyniki do$wiadczen potwierdzily zaproponowane hipotezy badawcze, istniejg
pewne ograniczenia i niedoskonalosci, ktore nalezy mie¢ na uwadze w planowaniu przysztych
doswiadczen. W niniejszej rozprawie zbadano jedynie samce szczuréw, podczas gdy u ludzi to
pte¢ zenska jest bardziej narazona na rozwini¢cie zaburzen zwigzanych z urazem psychicznym
(Farhood i1 wsp., 2018). Podobnie, pte¢ jest istotnym czynnikiem ksztaltujgcym przebieg
schizofrenii, np. u kobiet czesciej niz u mezczyzn wystepuja objawy wytworcze (Leung i Chue,
2000). Dlatego doswiadczenia nalezy powtdrzy¢ z wykorzystaniem samic szczura.
Wartosciowe byloby takze zbadanie, jak dlugo po treningu FC utrzymuja si¢ zmiany
w behawiorze zwierzat; pozwoli to ocenié, czy ich zachowanie przypomina objawy PTSD, czy
ASD. Dodatkowo korzystna bylaby analiza efektu podania lekéw o dziataniu
przeciwpsychotycznym na zachowanie SHR podczas FC i po nim z zastosowaniem protokotu
warunkowania uzytego w rozprawie. Badania dziatania takich lekow nalezy takze powtorzy¢
Z wykorzystaniem dodatkowej grupy szczurow, u ktérych nie stwierdzono wystepowania SLB,

np. stada Wistar.
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W rozprawie zbadano wylgcznie dziatanie haloperidolu, ktory jest dobrze poznanym lekiem o
dziataniu przeciwpsychotycznym pierwszej generacji (Mutica i wsp., 2016). W przysztosci
wartosciowe bytoby takze okreslenie wptywu lekow drugiej generacji na emisj¢ USV przez
SHR. Leki te, w poréwnaniu z lekami pierwszej generacji, silniej znoszg objawy ubytkowe
schizofrenii (Leucht i wsp., 2021), wiec prawdopodobnie wptywatyby na wokalizowanie

szczurdw silniej niz haloperidol.

Ograniczeniem playbacku jest to, ze w formie opisanej w niniejszej rozprawie moze by¢
zastosowany wylacznie w do§wiadczeniach przeprowadzanych na szczurach. Poniewaz jednak
myszy rowniez emituja swoiste USV, nalezy przypuszczac, ze po odpowiednich modyfikacjach

mozliwe bedzie zastosowanie playbacku takze w przypadku mysich modeli schizofrenii.

Uzyskane wyniki nalezy rowniez uzupetni¢ o biochemiczng i czynno$ciowg analiz¢ obszarow
mozgu bioracych udzial w percepcji i emisji USV. Pomogloby to w zrozumieniu, dlaczego
szczury przejawiaja zachowania apetytywne takze w odpowiedzi na playback USV 22-kHz,
jakie sa podstawy fizjologiczne zwigkszonej emisji USV przez szczury, ktore otrzymaty 61 10
szokow elektrycznych oraz czy deficyty w komunikacji wystgpujace u SHR rzeczywiscie

wynikaja z zaburzonej transmisji dopaminergicznej w prazkowiu.
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6. WniosKi

Analiza odpowiedzi ultradzwickowej szczuréw na playback USV jest przydatng metoda, ktora
dostarcza cennych informacji na temat stanu emocjonalnego tych zwierzat. Poniewaz na emisj¢
USV wptywaja zar6wno nabyte dos§wiadczenia szczurow, jak i ich wrodzone cechy, moze ona
znalez¢ szerokie zastosowanie w badaniu zachowan spotecznych szczuré6w oraz modeli chorob

1 zaburzen, w ktorych pojawiajg si¢ ubytki w komunikacji.

Podanie wielu bodzcow bolowych szczurom Wistar podczas FC wpltywa na ich odpowiedz
behawioralng na playback USV nastepnego dnia. Zwierzeta te cechuje wyzsza aktywnosé
lokomotoryczna i emisja wigkszej liczby USV. Zachowanie zwierzat przypomina objawy

PTSD/ASD lub, alternatywnie, odzwierciedla proces przezwycigzania urazu psychicznego.

Zachowania SHR zwiazane z emisja USV nie byly wczes$niej dobrze opisane 1 okazaly si¢ inne
niz u szczuréw Wistar. W porownaniu ze szczurami Wistar, SHR wykazuja deficyty w
komunikacji ultradzwigkowej. Emituja mniej USV podczas FC i w odpowiedzi na playback.
Pod tym wzgledem ich zachowanie przypomina ubytki w komunikacji spotecznej i ocenie
istotno$ci bodzcow, obserwowane u osob ze schizofrenig. Ponadto SHR emituja znacznie
wigce] krotkich USV 22-kHz w okresie poczatkowym treningu FC i playbacku, zanim
otrzymaja jakiekolwiek dodatkowe bodzce. Przypomina to zjawisko solilokwii obecne

u chorych na schizofrenig.

Podawanie SHR haloperidolu wptyneto na emisje USV w odpowiedzi na playback. Zwierzeta
wokalizowaty wiecej po ustyszeniu USV 50-kHz. Lek prawdopodobnie spowodowal, zmianie
ulegta istotnos¢ tych dzwiekow dla SHR. Wyniki przedstawionych doswiadczen potwierdzaja
przydatnos¢ SHR jako zwierzgcego modelu schizofrenii, ktéry nie wymaga dodatkowych
zabiegOw, aby pojawity si¢ u niego SLB. Playback USV zastosowany u SHR okazat si¢ testem

umozliwiajgcym badanie efektéw podania leku o dziataniu przeciwpsychotycznym.
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8. Suplement: Wyniki analiz statystycznych

Wielkie litery podane w nawiasach oznaczajg czesci rycin, do ktorych odnosza si¢ dane testy
statystyczne. W niektorych przypadkach w tabeli podano doktadng nazwe ryciny. Wartosci
p < 0,05 zostaly wyttuszczone.

8.1. Wartosci poczatkowe i efektywnos$¢ warunkowania

Tab. S1. Charakterystyka poczatkowa szczurow Wistar i SHR przed poddaniem ich warunkowaniu strachu (FC)
oraz efektywnosc¢ tego warunkowania (Ryc. 4). a. porownanie zamierania poczatkowego (przed warunkowaniem)
vs testu kontekstu vs testu kontekstu z prezentacja bodzca warunkowego (BW); b. poréwnanie Wistar vs SHR;
c. poréwnanie poszczegdlnych stopni FC u szczuréw Wistar (0-P — odpowiednia grupa kontrolna); d. poréwnanie
poszczegdblnych stopni FC u SHR (0-P — odpowiednia grupa kontrolna).

Wilcoxon
Wistar, poréwnanie zamierania (AB)
a grupa przed przed test(kontekst)
vs test(kontekst) vs test(kontekst+BW) | vs test(kontekst+BW)
0-P(1-6-10) 0,9341 0,6848 0,1511
1-P 0,0001 <0,0001 0,0302
6-P <0,0001 <0,0001 0,0275
10-P <0,0001 <0,0001 <0,0001
SHR, poréwnanie zamierania (AB)
przed przed test(kontekst)
grupa vs test(kontekst) vs test(kontekst+BW) | vs test(kontekst+BW)
0-P(1-6-10) 0,0350 0,0727 0,5136
1-P <0,0001 0,0150 0,3289
6-P <0,0001 <0,0001 0,4874
10-P 0,0002 <0,0001 0,0256
b Mann-Whitney, Wistar vs SHR
0-P(1-6-10) 1-P 6-P 10-P
zamieranie[przed] (AB) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
zamieranie[test(kontekst)] (AB) <0,0001 0,0299 0,0854 0,0071
zamieranie[test(kontekst+BW)] (AB) <0,0001 0,6630 0,0979 0,1036
USV (E) 0,0177 0,5041 0,0272 0,2978
krotkie USV 22-kHz (F) <0,0001 0,0333 <0,0001 0,0055
C Mann-Whitney, Wistar d Mann-Whitney, SHR
grupa | 1P | 6P | 10-P gupa | 1P [ 6P [ 10-P
zamieranie[przed] (A) zamieranie[przed] (B)
0-P 0,3458 | 0,9952 | 0,9155 0-P 0,6695 | 0,5250 | 0,9078
1-P X 0,4064 | 0,3605 1-P X 0,5401 | >0,9999
6-P X X 0,8844 6-P X X 0,7095
zamieranie[test(kontekst)] (A) zamieranie[test(kontekst)] (B)
0-P <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 0-P 0,0005 | <0,0001 | <0,0001
1-P X 0,0353 | 0,1397 1-P X 0,0008 | 0,0010
6-P X X 0,5779 6-P X X 0,9626
zamieranie[test(kontekst+BW)] (A) zamieranie[test(kontekst+BW)] (B)
0-P | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 0-P | 0,2038 | <0,0001 | <0,0001
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1-P X 0,1232 | 0,0010
6-P x X 0,0242
usV (E)
0-P 0,3051 | 05725 | 0,4836
1-P X 0,7867 | 0,6644
6-P X X 0,9433
krotkie USV 22-kHz (F)
0-P 0,8130 | 0,0112 | 0,0863
1-P X 0,0826 | 0,2204
6-P X X 0,6535
zmiana zamierania;
test(kontekst) vs test(przed) (C)
0-P <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
1-P X 0,1232 | 0,0008
6-P x X 0,0195

Zmiana zamierania;

test(kontekst) vs test(kontekst+BW) (D)

0-P 0,0043 | 0,0405 | <0,0001
1-P X 0,8724 | 0,0037
6-P X X 0,0090

Suplement: Wyniki analiz statystycznych

1-P X 0,0005 | <0,0001
6-P X X 0,1645
usV (E)
0-P 0,0287 0,1703 0,3738
1-P X 0,0012 0,3644
6-P X X 0,0357
krotkie USV 22-kHz (F)
0-P 0,2096 0,2532 0,1515
1-P X 0,1194 0,7720
6-P X X 0,0803
Zmiana zamierania;
test(kontekst) vs test(przed) (C)
0-P 0,3577 | <0,0001 | <0,0001
1-P X 0,002 | <0,0001
6-P X X 0,5693
Zmiana zamierania;
test(kontekst) vs test(kontekst+BW) (D)
0-P 0,0042 0,8774 0,0954
1-P X 0,2181 0,0141
6-P X X 0,2948

8.2. Odtwarzanie sygnalow z glosnika szczurom warunkowanym

Tab. S2. Dystans przebyty (ab), czas spedzony w potowie klatki blizszej gtosnika (cd) oraz liczba wszystkich
USV wyemitowanych (ef) przez szczury z grupy 1-P w odpowiedzi na USV 50-kHz (a, c, e) i USV 22-kHz (b, d,
f); Mann-Whitney (Ryc. 5, 10). FC — szczury warunkowane, ,,0” — szczury niewarunkowane 0-P(1), W — Wistar,
czas — nazwa 10-sekundowego interwatu wykorzystanego w poréwnaniu.

Dystans przebyty, 1-P, odpowiedZ na
czas _ USV 50-kHz, Mann-Whitney
Wistar, SHR, 0, FC,
0vsFC 0vs FC WvsSHR | Wvs SHR

-60 | 0,2875 0,7461 0,7330 0,6801
-50 | 0,8123 0,6771 0,8201 0,5917
-40 | 0,2318 0,1469 0,0301 0,3851
-30 | 0,1563 0,1340 0,0015 0,0433
-20 | 0,9141 0,1219 0,0821 0,5917
-10 | 0,4231 0,2078 0,2284 0,7106
0| 0,5026 0,4869 0,4585 0,6801
10 | 0,4753 0,2078 0,9547 0,0589
20 | 0,8123 0,0817 0,3031 0,5634
30 | 0,6816 0,2441 0,0548 0,1033
40 | 0,3744 0,3290 0,0059 0,0279
50 | 0,4231 0,6435 0,9095 0,8368
60 | 0,9484 0,1912 0,8201 0,3203
70 | 0,7461 0,7726 0,4244 0,1664
80 | 0,9828 0,7814 0,6905 0,5634
90 | 0,0499 0,9631 0,0548 0,0033
100 | 0,9828 0,0369 0,8201 0,1833
110 | 0,8123 0,2845 0,3918 0,0313
120 | 0,9484 0,3063 0,1500 0,5358

b

Dystans przebyty, 1-P, odpowiedZ na
czas _ USV 22-kHz, Mann-Whitney
Wistar, SHR, 0, FC,
0vs FC 0vs FC WvsSHR | Wyvs SHR

-60 | 0,5890 0,7113 0,3031 0,5814
-50 | 0,2680 0,2638 0,7330 0,6827
-40 | 0,9141 0,6771 0,6490 0,7356
-30 | 0,1563 0,4303 0,0301 0,5572
-20 | 0,5890 0,5784 0,4244 0,2604
-10 | 0,7461 0,7113 0,6490 0,2922
0| 0,6816 0,1219 0,4585 0,3632
10 | 0,2150 0,0590 0,0629 0,2171
20 | 0,1318 0,3290 0,1863 0,0942
30| 0,4753 0,6106 0,2518 0,4654
40 | 0,1563 0,2441 0,0410 0,3445
50 | 0,5595 0,1107 0,0020 0,4438
60 | 0,3079 0,5165 0,0352 0,9010
70 | 0,9828 0,3528 0,3607 0,9575
80 | 0,0683 0,5165 0,1863 0,3632
90 | 0,0683 0,2078 0,0933 0,5334
100 | 0,1006 0,8172 0,1191 0,7898
110 | 0,0251 0,4581 0,1863 0,0307
120 | 0,2318 0,1219 0,0352 0,3825
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Czas

Czas spedzony, 1-P, odpowiedz na
USV 50-kHz, Mann-Whitney

Cczas

Czas spedzony, 1-P, odpowiedz na
USV 22-kHz, Mann-Whitney

Wistar, SHR, 0, FC,
0vsFC 0vsFC WvsSHR | WvsSHR
-60 | 0,4068 0,1338 0,8645 0,4080
-50 | 0,3858 0,5135 0,6935 0,5839
-40 | 0,8857 0,2521 0,0354 0,2992
-30 | 0,8406 0,5421 0,2193 0,3917
-20 | 0,4889 0,4317 0,3562 0,2925
-10 | 0,2176 0,2128 0,3458 0,2487
0| 0,6676 0,0894 0,2260 0,6764
10 | 0,2994 0,3215 0,2539 0,3353
20 | 0,2994 0,3771 0,3113 0,3353
30 | 0,8030 0,2627 0,1008 0,1797
40 | >0,9999 | 0,4395 0,0183 0,0565
50 | 0,2074 0,4602 0,0382 0,0009
60 | 0,1330 0,3799 0,6893 0,1843
70 | 0,9498 0,8750 0,7486 0,7562
80 | 0,7944 0,8854 0,9666 0,5019
90 | 0,7398 0,8770 | >0,9999 | 0,7216
100 | 0,7012 0,4064 0,4102 0,5894
110 | 0,8880 0,2258 0,5513 0,9216
120 | 0,7115 0,2052 0,3457 0,5691
USV wyemitowane, 1-P, odpowiedZ na
czas _ USV 50-kHz, Mann-Whitney
Wistar, SHR, 0, FC,
OvsFC OvsFC WvsSHR | WvsSHR
-60 | 0,4592 0,8357 0,4180 0,1599
-50 | 0,8030 0,6101 0,3190 0,4568
-40 | 0,2677 0,7210 0,6825 0,3271
-30 | 0,7425 0,1932 0,4180 0,4316
-20 | >0,9999 | 0,5217 0,0311 0,3032
-10 | 0,0421 0,3322 0,8304 0,4682
0] 0,1324 0,2872 0,0046 0,4101
10| 0,9219 0,6606 0,0931 0,1143
20 | 0,9219 0,8050 0,2626 0,2268
30 | 0,8664 0,2134 0,4714 0,9927
40 | 0,9555 0,7258 0,6641 0,9480
50 | 0,2973 0,8736 0,8933 0,3727
60 | 0,8652 0,3494 0,6131 0,5370
70 | 0,9196 0,6055 0,7594 0,3572
80 | 0,9348 0,4836 0,2769 0,1289
90 | >0,9999 | 0,1569 0,9542 0,1168
100 | 0,7625 | >0,9999 | 0,3876 0,7325
110 | 0,9343 0,6399 0,2807 0,0862
120 | 0,7381 0,6441 0,5961 0,6977

Wistar, SHR, 0, FC,
OvsFC 0OvsFC WvsSHR | WvsSHR
-60 | 0,0387 0,8010 0,3143 0,2168
-50 | 0,2024 0,1917 0,5400 0,1032
-40 | 0,1392 0,2369 0,1675 0,2290
-30 | 0,2117 0,8516 0,4272 0,8760
-20 | 0,0965 0,4737 0,3878 0,8345
-10 | 0,1385 0,9785 0,2649 0,6304
0| 0,2463 0,6559 0,4272 0,7704
10 | 0,9032 0,4087 0,8012 0,1036
20 | 0,7107 0,2741 0,9134 0,0995
30 | 0,6255 0,3809 | >0,9999 | 0,1053
40 | 0,4950 0,7510 0,6448 0,7038
50 | 0,2458 | >0,9999 | 0,2297 0,8476
60 | 0,4636 0,8873 0,1522 0,3120
70 | 0,1337 0,7185 0,2611 0,6847
80 | 0,4449 0,4176 | >0,9999 | 0,9932
90 | 0,3054 0,9051 0,5059 | >0,9999
100 | 0,2859 0,7818 0,4936 0,8170
110 | 0,4149 0,8518 0,2866 0,8995
120 | 0,1972 0,5683 0,3715 0,6539
USV wyemitowane, 1-P, odpowiedZ na
czas _ USV 22-kHz, Mann-Whitney
Wistar, SHR, 0, FC,
0vs FC 0vs FC Wvs SHR | WvsSHR
-60 | 0,6690 0,3131 0,0998 0,9293
-50 | >0,9999 | 0,6462 0,6636 0,3271
-40 | 0,5455 0,3455 0,4482 0,5038
-30 | 0,1921 0,3246 | >0,9999 | 0,0445
-20 | 0,5293 0,7320 0,5761 0,8758
-10 | 0,8577 | >0,9999 | 0,3002 0,6562
0| 0,6925 0,1493 0,1485 0,7455
10 | 0,2435 | >0,9999 | 0,1076 0,4636
20| 0,7155 | >0,9999 | 0,1787 0,0804
30 | 0,3932 0,5966 0,0466 0,4880
40 | 0,9728 0,3911 0,2600 0,0531
50 | 0,4045 | >0,9999 | 0,0589 0,1053
60 | 0,9706 0,5205 0,1134 0,2014
70 | 0,7714 0,9391 0,2793 0,0709
80 | 0,4293 0,1324 0,0162 0,7326
90 | 0,8985 0,5930 0,6747 0,2512
100 | 0,7320 | >0,9999 | 0,2012 0,1680
110 | 0,2512 0,7717 0,7409 0,6012
120 | 0,7103 0,7320 0,7409 0,6530
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Tab. S3. Dystans przebyty (ab), czas spedzony w potowie klatki blizszej glosnika (cd) oraz liczba wszystkich
USV wyemitowanych (ef) przez szczury z grupy 6-P w odpowiedzi na USV 50-kHz (g, ¢, e) i USV 22-kHz (b, d,
f); Mann-Whitney (Ryc. 6, 11). FC — szczury warunkowane, ,,0” — szczury niewarunkowane 0-P(6), W — Wistar,
czas — nazwa 10-sekundowego interwatu wykorzystanego w poréwnaniu.

Dystans przebyty, 6-P, odpowiedZ na
czas _ USV 50-kHz, Mann-Whitney
Wistar, SHR, 0, FC,
0vs FC 0vs FC WvsSHR | WyvsSHR
-60 | 0,8362 0,4735 0,0720 0,1715
-50 | 0,2645 0,3863 0,1734 0,7475
-40 | 0,9252 0,9803 0,7045 0,7688
-30 | 0,5344 0,9019 0,6539 0,7475
-20 | 0,0528 0,2429 0,4679 0,0003
-10 | 0,9252 0,6392 0,8633 0,3766
0| 0,0325 0,9019 0,7045 0,0815
10 | 0,8362 0,3863 0,4262 0,5468
20 | 0,3551 0,2044 0,9725 0,9888
30 | 0,6929 0,0743 0,8094 0,1383
40 | 0,7493 0,0129 0,7564 0,1168
50 | 0,6654 0,9803 0,2512 0,3186
60 | 0,2330 0,5370 0,2512 0,5283
70 | 0,5098 0,1704 0,6047 0,2207
80 | 0,9850 0,7115 0,9725 0,8998
90 | 0,6382 0,8630 0,8094 0,8998
100 | 0,4175 0,2044 0,8094 0,0591
110 | 0,8954 0,9803 0,2230 0,0363
120 | 0,3551 0,0520 0,7564 0,0815
Czas spedzony, 6-P, odpowiedz na
czas _ USV 50-kHz, Mann-Whitney
Wistar, SHR, 0, FC,
OvsFC OvsFC WvsSHR | WvsSHR
-60 | 0,0541 0,2770 0,1389 0,4881
-50 | 0,0334 0,8978 0,0707 0,8654
-40 | 0,1236 0,7324 0,4940 0,2926
-30 | 0,1238 0,6491 0,3279 0,2705
-20 | 0,1859 0,4003 0,9659 0,5730
-10 | 0,5192 0,7658 0,8494 0,4593
0] 0,6430 0,5753 0,9287 0,3202
10 | 0,2687 0,8863 0,4750 >0,9999
20 | 0,3294 0,5350 0,4284 0,3634
30 | 0,3856 0,1644 0,4240 0,0823
40 | 0,5412 0,6651 0,5172 0,1968
50 | 0,7398 0,4740 0,8559 0,3111
60 | 0,4133 0,5431 0,2224 0,9580
70 | 0,4868 0,4822 0,0712 0,7677
80 | 0,6690 0,1813 0,1725 0,4753
90 | 0,9618 0,0458 0,0286 0,8684
100 | 0,7525 0,1011 0,0436 0,6067
110 | 0,7662 0,3204 0,4476 0,7915
120 | 0,4402 0,6731 0,5399 >0,9999

b

czas

Dystans przebyty, 6-P, odpowiedz na
USV 22-kHz, Mann-Whitney

Wistar, SHR, 0, FC,
OvsFC OvsFC WyvsSHR | WvsSHR
-60 | 0,1434 0,1273 0,3867 0,0591
-50 | 0,1434 0,9019 0,1517 0,5657
-40 | 0,0121 0,0662 0,2816 0,8337
-30 | 0,0213 0,9803 0,0720 0,5468
-20 | 0,0579 0,1035 0,3144 0,0631
-10 | 0,0191 0,6392 0,0610 0,7475
0| 0,0038 0,1868 0,6539 0,1168
10 | 0,4625 0,3338 0,9177 0,0631
20 | 0,1330 | >0,9999 | 0,6047 0,4240
30 | 0,1658 0,7115 0,3494 0,5101
40 | 0,0692 0,6392 0,7564 0,3766
50 | 0,0213 0,4433 0,4262 0,5101
60 | 0,5853 0,3595 0,3867 0,6440
70 | 0,3752 0,3338 0,4262 0,4574
80 | 0,0579 0,9803 0,8633 0,1168
90 | 0,4625 0,7486 | >0,9999 | 0,6642
100 | 0,0359 0,5047 0,7045 0,4078
110 | 0,8362 0,8630 0,7045 0,5283
120 | 0,2330 0,7863 0,9725 0,0552
Czas spedzony, 6-P, odpowiedz na
czas _ USV 22-kHz, Mann-Whitney
Wistar, SHR, 0, FC,
OvsFC OvsFC WvsSHR | WvsSHR
-60 | 0,2134 0,0761 0,5782 0,0071
-50 | 0,9359 0,0242 0,6856 0,0185
-40 | 0,5164 0,0155 0,7867 0,1170
-30 | 0,3423 0,1142 0,9476 0,6603
-20 | 0,2921 0,1364 0,9542 0,6115
-10 | 0,2623 0,0690 0,7595 0,6904
0| 0,8600 0,1272 0,3615 0,4554
10 | 0,6807 0,4544 0,3132 0,8784
20 | >0,9999 | 0,6807 | >0,9999 | 0,6461
30 | 0,3646 0,9276 0,7932 0,4412
40 | 0,3111 0,5148 0,9270 0,5154
50 | 0,6432 0,2270 | >0,9999 | 0,8224
60 | 0,9031 0,0528 | >0,9999 | 0,0535
70 | 0,4915 0,0281 0,5865 0,1229
80 | 0,2901 0,0561 0,7811 0,5830
90 | 0,2408 0,0652 0,9039 0,5775
100 | 0,3748 0,3517 0,5865 0,3944
110 | 0,4847 0,0858 0,8832 0,4067
120 | 0,2616 0,0007 0,0902 0,9969
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USV wyemitowane, 6-P, odpowiedZ na USV wyemitowane, 6-P, odpowiedz na
czas _ USV 50-kHz, Mann-Whitney f czas _ USV 22-kHz, Mann-Whitney
Wistar, SHR, 0, FC, Wistar, SHR, 0, FC,
0vs FC Ovs FC WvsSHR | Wvs SHR 0vs FC Ovs FC WvsSHR | Wvs SHR

-60 | 0,2319 0,5620 0,2459 0,7887 -60 | 0,1435 0,4314 0,2143 0,2985
-50 | 0,3683 0,4769 | >0,9999 | 0,7078 -50 | >0,9999 | >0,9999 | 0,4624 0,4453
-40 | 0,8063 0,6210 | >0,9999 | 0,7857 -40 | 0,5075 0,2232 | >0,9999 | 0,6678
-30 | 0,2927 0,2735 | >0,9999 | 0,6081 -30 | 0,5753 0,6715 0,1810 0,5692
-20 | 0,5343 0,1565 0,8622 0,0340 -20 | 0,4825 0,8174 0,7243 0,1627
-10 | 0,6431 | >0,9999 | 0,5865 0,8152 -10 | 0,2755 0,3763 0,4762 0,2897
0] 0,8579 0,8078 0,0278 0,0069 0 | 0,0039 0,2348 | >0,9999 | 0,0207
10 | 0,5767 0,6444 0,1514 0,0191 10 | 0,0071 | >0,9999 | >0,9999 | 0,0039
20 | 0,3330 0,2806 0,0905 0,0245 20 | 0,0097 0,1290 | >0,9999 | 0,0649
30 | 0,1153 0,2297 0,3117 0,0532 30 | 0,0039 0,8450 0,4762 0,0021
40 | 0,1541 0,1297 0,3564 0,1103 40 | 0,0022 0,5030 | >0,9999 | 0,0052
50 | 0,0160 0,0961 0,5988 0,0381 50 | 0,0065 0,2959 0,7381 0,0263
60 | 0,0062 0,7287 0,4240 0,0891 60 | 0,0039 0,2101 0,4762 0,1118
70 | 0,0212 0,3517 0,9708 0,0547 70 | 0,0781 0,1240 0,2143 0,0390
80 | 0,0444 0,7709 0,4927 0,0920 80 | 0,1435 0,1180 0,4762 0,4714
90 | 0,2390 0,3069 0,2139 0,1652 90 | 0,2927 0,1627 | >0,9999 | 0,7185
100 | 0,0668 0,1454 0,8905 0,4412 100 | 0,2522 0,1240 0,4762 0,6521
110 | 0,2171 0,0249 0,5175 0,9468 110 | 0,0635 0,1240 | >0,9999 | 0,4432
120 | 0,2223 0,1428 0,2783 0,2869 120 | 0,1183 0,4769 0,4762 0,5899

Tab. S4. Dystans przebyty (ab), czas spedzony w potowie klatki blizszej gtosnika (cd) oraz liczba wszystkich
USV wyemitowanych (ef) przez szczury z grupy 10-P w odpowiedzi na USV 50-kHz (a, ¢, €) i USV 22-kHz (b,
d, f); Mann-Whitney (Ryc. 7, 12). FC — szczury warunkowane, ,,0” — szczury niewarunkowane 0-P(10), W —
Wistar, czas — nazwa 10-sekundowego interwatu wykorzystanego w poréwnaniu.

Dystans przebyty, 10-P, odpowiedZ na Dystans przebyty, 10-P, odpowiedZ na
czas _ USV 50-kHz, Mann-Whitney b czas _ USV 22-kHz, Mann-Whitney
Wistar, SHR, 0, FC, Wistar, SHR, 0, FC,

OvsFC OvsFC WvsSHR | WyvsSHR 0vs FC 0vs FC WvsSHR | Wyvs SHR

-60 | 0,6228 0,4284 0,0666 0,1901 -60 | 0,7336 0,0805 0,1661 >0,9999
-50 | 0,2872 0,3110 0,0666 0,4715 -50 | 0,6498 0,6433 0,6482 0,7065
-40 | 0,0843 0,8918 0,0769 0,5149 -40 | 0,7053 0,1775 0,0303 0,9183
-30 | 0,1950 0,3669 0,2839 0,4102 -30 | 0,6228 0,1025 0,0493 >0,9999
-20 | 0,0995 0,3110 0,0099 0,3361 -20 | 0,3829 0,7234 0,8793 0,5373
-10 | 0,5446 0,5671 0,2316 0,3908 -10 | 0,9097 0,9350 0,8315 0,8373
0] 02701 0,5305 0,1475 0,0275 0| 0,6228 0,4611 0,1475 0,0138
10 | 0,9097 0,7647 0,1151 0,2022 10 | 0,0649 0,3969 0,1306 0,4715
20 | 0,3624 0,8065 0,9758 0,2022 20 | 0,7913 0,1025 0,5629 0,8107
30 | 0,7336 0,8490 0,2316 0,1569 30 | 0,7336 0,7647 0,4833 0,2864
40 | 0,3426 0,4952 0,2316 0,0432 40 | 0,8206 0,0475 0,1661 0,7581
50 | 0,3829 0,3383 0,3758 0,0894 50 | 0,7623 0,0623 0,0493 0,2418
60 | 0,0594 0,9783 0,0883 0,3908 60 | 0,3234 0,2852 0,9274 0,6316
70 | 0,3829 0,7234 0,8793 0,9183 70 | 0,7053 0,5671 0,8315 0,3190
80 | 0,9397 0,2164 0,7844 0,7843 80 | 0,7623 >0,9999 0,8315 0,3361
90 | 0,1261 0,8918 0,6482 0,0302 90 | 0,8206 0,3969 0,9758 0,4102
100 | 0,0493 0,8490 0,9274 0,0111 100 | 0,6498 0,0357 0,0255 0,8107
110 | 0,2381 0,4952 0,8315 0,7581 110 | 0,0709 0,4611 0,0255 0,8373
120 | 0,5701 0,6433 0,3128 0,8107 120 | 0,6228 >0,9999 0,8315 >0,9999
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Czas

Czas spedzony, 10-P, odpowiedz na
USV 50-kHz, Mann-Whitney

Cczas

Czas spedzony, 10-P, odpowiedz na
USV 22-kHz, Mann-Whitney

Wistar, SHR, 0, FC,
0OvsFC 0OvsFC Wvs SHR | Wvs SHR
-60 | >0,9999 | 0,2633 0,6640 0,3945
-50 | 0,8821 0,1674 0,5340 0,0698
-40 | 0,4005 0,6350 0,1026 0,0768
-30 | 0,1589 0,8820 0,1643 0,6489
-20 | 0,4272 0,9634 0,3646 0,8623
-10 | 0,5415 0,7989 0,6570 0,8856
0| 0,7867 0,9455 0,9614 0,9655
10 | 0,5518 0,7274 0,3950 0,1458
20 | >0,9999 0,8132 0,1779 0,5714
30 | 0,8005 0,8356 0,4815 0,8512
40 | 0,2115 0,8832 0,5893 0,7839
50 | 0,2544 0,8166 0,2245 0,9029
60 | 0,3189 0,9931 0,4969 0,7759
70 | 0,5266 0,8113 0,6367 0,5907
80 | 0,6479 0,9173 0,9383 0,9531
90 | 0,9438 0,9432 0,9522 0,7399
100 | 0,9673 0,7363 0,7183 0,4649
110 | 0,4216 0,9576 0,6301 0,9838
120 | 0,0219 0,7839 0,1853 0,7838
USV wyemitowane, 10-P, odpowiedZ na
czas _ USV 50-kHz, Mann-Whitney
Wistar, SHR, 0, FC,
0vs FC 0vs FC WvsSHR | WvsSHR
-60 | 0,3664 0,2800 0,1106 0,7075
-50 | 0,0543 0,4457 0,1779 0,0715
-40 | 0,9249 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
-30 | 0,1573 0,5221 0,4228 0,0760
-20 | >0,9999 | 0,3458 | >0,9999 | 0,1271
-10 | 0,5518 0,9377 0,9339 0,4602
0| 0,2253 0,5909 0,0487 <0,0001
10 | 0,0246 0,2638 0,6326 0,0003
20 | 0,0380 | >0,9999 | 0,9128 0,0186
30 | 0,0803 0,6086 0,3558 0,0031
40 | 0,3100 0,7608 0,2589 0,0489
50 | 0,0718 0,0564 0,4521 0,0096
60 | 0,0112 0,2593 0,0771 0,0328
70 | 0,0289 0,9927 0,8600 0,0201
80 | 0,0663 0,4353 0,5235 0,0396
90 | 0,0129 0,3399 0,5897 0,3148
100 | 0,0045 0,1704 0,1477 0,0048
110 | 0,4180 0,4457 0,3610 0,0111
120 | 0,7060 0,2668 0,6725 0,0629

Wistar, SHR, 0, FC,
0OvsFC 0Ovs FC Wvs SHR | Wvs SHR
-60 | 0,0211 0,6228 0,1418 0,1421
-50 | 0,0029 0,5197 0,1985 0,5436
-40 | 0,0304 0,5829 0,1709 0,7641
-30 | 0,1621 0,7558 0,4533 0,6259
-20 | 0,2687 0,6262 0,9227 0,6803
-10 | 0,2317 0,4384 0,7244 0,3915
0| 0,0645 0,5008 0,6004 0,9820
10 | 0,7271 0,4953 0,6005 0,3638
20 | >0,9999 | 0,4953 0,6175 0,2764
30| 0,8871 0,7749 0,5125 0,3901
40 | >0,9999 | 0,8628 0,8000 0,5622
50| 0,8172 0,2230 0,5625 0,2480
60 | 0,7907 0,0992 0,3263 0,2426
70 | 0,4334 0,2815 0,5140 0,2255
80 | 0,4984 0,3188 0,5477 0,2256
90 | 0,2189 0,2302 0,5853 0,0441
100 | 0,3931 0,2394 0,6693 0,1107
110 | 0,7756 0,6785 0,5479 0,7899
120 | >0,9999 | 0,9360 0,9345 0,8572
USV wyemitowane, 10-P, odpowiedz na
czas _ USV 22-kHz, Mann-Whitney
Wistar, SHR, 0, FC,
0OvsFC 0OvsFC Wvs SHR | WvsSHR
-60 | 0,2530 0,6146 0,0678 0,8537
-50 | 0,2530 0,6146 0,4348 0,6722
-40 | 0,8506 | >0,9999 | >0,9999 | >0,9999
-30 | 0,8499 | >0,9999 | >0,9999 | 0,6128
-20 | 0,1277 0,2500 | >0,9999 | 0,9063
-10 | 0,3789 0,8132 0,5596 0,4301
0| 0,5985 0,2668 0,4503 0,0168
10 | 0,1909 | >0,9999 | 0,1096 0,0014
20| 0,1771 0,5000 0,2292 0,0085
30| 0,1718 0,2500 0,1045 0,0360
40 | 0,2390 | >0,9999 | 0,1369 0,0014
50 | 0,4461 0,3478 0,4050 0,0037
60 | 0,1650 0,4921 | >0,9999 | 0,0313
70 | 0,2874 0,4466 0,1365 0,0440
80 | 0,2961 0,5435 | >0,9999 | 0,0499
90 | 0,1465 | >0,9999 | 0,7064 0,0353
100 | 0,2499 0,4466 0,5229 0,2442
110 | 0,5257 >0,9999 0,5229 0,1451
120 | 0,5127 0,2628 | >0,9999 | 0,0662
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Tab. S5. Dystans przebyty (ab), czas spedzony w potowie klatki blizszej glosnika (cd) oraz liczba wszystkich
USV wyemitowanych (ef) przez szczury z grupy 6-10-P (6-P i 10-P analizowane razem) w odpowiedzi na USV
50-kHz (a, ¢, e) i USV 22-kHz (b, d, f); Mann-Whitney (Ryc. 8, 13, 15). FC — szczury warunkowane, ,,0” — szczury
niewarunkowane 0-P(6-10), W — Wistar, czas — nazwa 10-sekundowego interwatu wykorzystanego w poréwnaniu.

Dystans przebyty, 6-10-P, odpowiedZ na
czas _ USV 50-kHz, Mann-Whitney
Wistar, SHR, 0, FC,
0vs FC 0vs FC WvsSHR | WyvsSHR
-60 | 0,8874 0,2131 0,0044 0,0520
-50 | 0,1169 0,1358 0,0127 0,4226
-40 | 0,1865 0,8742 0,1294 0,5035
-30 | 0,2761 0,5822 0,3555 0,4621
-20 | 0,7925 0,9332 0,1623 0,0008
-10 | 0,5480 0,4275 0,2867 0,1572
0| 0,0163 0,8889 0,4475 0,0041
10 | 0,8661 0,5822 0,8246 0,2293
20 | 0,7925 0,2739 0,8428 0,3497
30 | 0,9194 0,2131 0,6490 0,0480
40 | 0,3834 0,0351 0,2558 0,9692
50 | 0,7512 0,4725 0,1355 0,0623
60 | 0,0163 0,6212 0,0512 0,3554
70 | 0,2945 0,2273 0,5207 0,3973
80 | 0,9839 0,2131 0,7002 0,7361
90 | 0,1820 0,9777 0,8065 0,0967
100 | 0,4867 0,4958 0,9535 0,8380
110 | 0,4952 0,5444 0,2659 0,1639
120 | 0,8767 0,0692 0,7176 0,1815
Czas spedzony, 6-10-P, odpowiedz na
czas _ USV 50-kHz, Mann-Whitney
Wistar, SHR, 0, FC,
OvsFC OvsFC WyvsSHR | WvsSHR
-60 | 0,2015 0,9620 0,2201 0,5946
-50 | 0,2295 0,3078 0,4491 0,1466
-40 | 0,7693 0,5495 0,4213 0,0499
-30 | 0,9036 0,6819 0,5548 0,2724
-20 | 0,6342 0,7269 0,6120 0,4622
-10 | 0,9939 0,9258 0,7587 0,5948
0| 0,899 0,7332 0,8620 0,4545
10 | 0,1537 0,7131 0,8775 0,2315
20 | 0,6441 0,3049 0,8548 0,6884
30| 0,7172 0,3212 0,8926 0,2549
40 | 0,2544 0,6680 0,3644 0,4612
50 | 0,2552 0,6535 0,4305 0,3949
60 | 0,8177 0,6180 0,7633 0,93%4
70 | 0,9550 0,8268 0,4208 0,5144
80 | 0,4902 0,2896 0,3482 0,5516
90 | 0,9237 0,0969 0,1289 0,9884
100 | 0,8529 0,3392 0,1017 0,4022
110 | 0,7801 0,5621 0,3524 0,8793
120 | 0,3473 0,6465 0,5946 0,8112

b

czas

Dystans przebyty, 6-10-P, odpowiedz na
USV 22-kHz, Mann-Whitney

Wistar, SHR, 0, FC,
OvsFC OvsFC WyvsSHR | WvsSHR
-60 | 0,2416 0,9332 0,1355 0,1815
-50 | 0,5753 0,7443 0,3199 0,5395
-40 | 0,0506 | >0,9999 | 0,0921 0,6307
-30 | 0,0673 0,2422 0,0082 0,5996
-20 | 0,4534 0,2823 0,4617 0,0592
-10 | 0,0934 0,8014 0,0832 0,9164
0| 0,0264 0,5951 0,3679 0,0047
10 | 0,5753 0,1866 0,4200 0,0689
20 | 0,1820 0,3750 0,9907 0,5542
30| 0,1732 0,8742 0,8611 0,2207
40 | 0,2883 0,0925 0,2975 0,6073
50 | 0,2528 0,1041 0,3315 0,7697
60 | 0,2883 0,1125 0,4907 0,8902
70 | 0,3474 0,7162 0,5994 0,1852
80 | 0,0934 0,9480 0,9535 0,0656
90 | 0,7512 0,8014 0,9907 0,4036
100 | 0,1338 0,0582 0,2273 0,5468
110 | 0,0831 0,7870 0,0790 0,6544
120 | 0,4699 0,6478 0,9164 0,1297
Czas spedzony, 6-10-P, odpowiedZ na
czas _ USV 22-kHz, Mann-Whitney
Wistar, SHR, 0, FC,
OvsFC OvsFC WvsSHR | WvsSHR
-60 | 0,5008 0,2529 0,5965 0,2886
-50 | 0,0416 0,0351 0,5493 0,2036
-40 | 0,0364 0,0324 0,4425 0,3505
-30 | 0,0786 0,1606 0,4868 0,9782
-20 | 0,1018 0,1117 0,8443 0,9504
-10 | 0,0872 0,0728 0,5473 0,3887
0] 0,1079 0,1272 0,5423 0,6286
10 | 0,9958 0,3421 0,7988 0,4272
20 | 0,7708 0,4263 0,5952 0,2415
30 | 0,3704 0,7876 0,5669 0,9463
40 | 0,5396 0,4286 0,8846 0,9076
50 | 0,8627 0,0787 0,4130 0,2975
60 | 0,8494 0,0082 0,2717 0,0292
70 | 0,7853 0,0171 0,3225 0,0453
80 | 0,7989 0,0374 0,4680 0,2131
90 | 0,9501 0,0218 0,5215 0,0787
100 | 0,9515 0,1167 0,9085 0,0943
110 | 0,8147 0,1194 0,6029 0,4115
120 | 0,2999 0,0220 0,1883 0,8713
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Cczas

USV wyemitowane, 6-10-P, odpowiedZ na
USV 22-kHz, Mann-Whitney

USV wyemitowane, 6-10-P, odpowiedz na
czas _ USV 50-kHz, Mann-Whitney
Wistar, SHR, 0, FC,
Ovs FC 0vs FC WvsSHR | Wvs SHR
-60 | 0,8429 0,6792 0,9370 0,9045
-50 | 0,0289 0,9912 0,3155 0,1238
-40 | 0,9102 0,7921 | >0,9999 | 0,8135
-30 | 0,7831 0,8325 0,7385 0,6529
-20 | 0,6224 0,0597 0,8229 0,0051
-10 | 0,8927 0,8882 0,6473 0,5316
0| 03274 0,8738 0,0043 | <0,0001
10 | 0,0410 0,7780 0,1598 | <0,0001
20 | 0,0305 0,4508 0,2608 0,0013
30 | 0,0257 0,5581 0,1616 0,0011
40 | 0,0609 0,1606 0,1161 0,0155
50 | 0,0027 0,9803 0,8153 0,0017
60 | 0,0002 0,6513 0,0634 0,0098
70 | 0,0010 0,4868 0,8611 0,0032
80 | 0,0053 0,8389 0,3015 0,0177
90 | 0,0108 0,1515 0,5898 0,0740
100 | 0,0007 0,8093 0,2190 0,0211
110 | 0,1339 0,1526 0,2054 0,1115
120 | 0,2360 0,5943 0,2594 0,0508

Wistar, SHR, 0, FC,
OvsFC OvsFC WvsSHR | Wvs SHR
-60 | 0,0414 0,8339 0,0143 0,5103
-50 | 0,3278 0,5931 0,2651 0,3051
-40 | 0,4115 0,2311 | >0,9999 | 0,5581
-30 | 0,6166 0,6659 0,3476 | >0,9999
-20 | 0,5843 0,2685 0,7425 0,2898
-10 | 0,1215 0,6281 0,3155 0,8762
0| 0,0254 0,9430 0,3870 0,0008
10| 0,0099 | >0,9999 | 0,1302 | <0,0001
20 | 0,0047 0,0821 0,2388 0,0022
30 | 0,0026 0,3207 0,2388 0,0002
40 | 0,0033 0,4146 0,1612 | <0,0001
50 | 0,0164 0,7218 0,4898 0,0003
60 | 0,0019 0,6331 0,6766 0,0079
70 | 0,0369 0,0821 0,0179 0,0032
80 | 0,0642 0,4000 0,6459 0,5466
90 | 0,0728 0,2311 0,6813 0,2498
100 | 0,1192 0,0884 0,1576 0,2328
110 | 0,0622 0,1101 0,3170 0,1301
120 | 0,1140 0,8882 0,9378 0,1052

Tab. S6. Dystans przebyty (ab), czas spedzony w potowie klatki blizszej glosnika (cd) oraz liczba wszystkich
USV wyemitowanych (ef) przez szczury z grupy 1-6-10-P (1-P, 6-P i 10-P analizowane razem) w odpowiedzi na
USV 50-kHz (a, c, e) i USV 22-kHz (b, d, f); Mann-Whitney (Ryc. 9, 14, 16). FC — szczury warunkowane, ,,0” —
szczury niewarunkowane 0-P(1-6-10), W — Wistar, czas — nazwa 10-sekundowego interwatu wykorzystanego w

czas

Dystans przebyty, 1-6-10-P, odpowiedZ na
USV 22-kHz, Mann-Whitney

poréwnaniu.
Dystans przebyty, 1-6-10-P, odpowiedZ na
czas _ USV 50-kHz, Mann-Whitney
Wistar, SHR, 0, FC,
0vs FC 0vs FC Wvs SHR | WvsSHR
-60 | 0,5739 0,2004 0,0252 0,0350
-50 | 0,3390 0,4434 0,0336 0,1224
-40 | 0,0947 0,3205 0,0118 0,5743
-30 | 0,0518 0,5689 0,0091 0,3030
-20 | 0,7405 0,3605 0,0296 0,0008
-10 | 0,9448 0,9452 0,1470 0,0436
0 | 0,0095 0,7237 0,2697 0,0005
10 | 0,5479 0,1970 0,7319 0,0530
20 | 0,7002 0,0456 0,4118 0,3597
30 | 0,4880 0,1558 0,4118 0,2223
40 | 0,1027 0,3302 0,5085 0,5487
50 | 0,9448 0,6873 0,3645 0,4600
60 | 0,0700 0,3205 0,0966 0,2605
70 | 0,2733 0,2139 0,2917 0,1773
80 | 0,9203 0,2184 0,9512 0,6048
90 | 0,0280 0,9609 0,3208 0,1948
100 | 0,5530 0,1100 0,9707 0,4524
110 | 0,4832 0,2184 0,1651 0,0266
120 | 0,9509 0,4203 0,5987 0,1091

Wistar, SHR, 0, FC,
0vsFC 0OvsFC Wvs SHR | Wvs SHR

-60 | 0,2599 0,7684 0,0741 0,3630
-50 | 0,8233 0,3763 0,2973 0,4299
-40 | 0,1529 0,7459 0,0627 0,5960
-30 | 0,0438 0,1314 0,0003 0,3664
-20 | 0,3274 0,1677 0,3208 0,0266
-10 | 0,1815 0,9922 0,1436 0,5155
0| 0,1147 0,2259 0,2292 0,0562
10 | 0,2226 0,9218 0,0682 0,4262
20 | 0,7935 0,1014 0,3980 0,5320
30| 0,6275 0,7985 0,7973 0,6816
40 | 0,9816 0,0445 0,0416 0,9547
50 | 0,4455 0,0167 0,0180 0,5403
60 | 0,7639 0,1122 0,0701 0,6541
70 | 0,5175 0,4671 0,3329 0,3060
80 | 0,5844 0,8367 0,6685 0,3274
90 | 0,3670 0,7311 0,2805 0,7191
100 | 0,9939 0,1587 0,0992 0,6863
110 | 0,0042 0,6027 0,0199 0,3181
120 | 0,8898 0,6444 0,2244 0,4795
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Czas

Czas spedzony, 1-6-10-P, odpowiedZ na
USV 50-kHz, Mann-Whitney

Cczas

Czas spedzony, 1-6-10-P, odpowiedzZ na
USV 22-kHz, Mann-Whitney

Wistar, SHR, 0, FC,

0OvsFC 0OvsFC WvsSHR | Wvs SHR

-60 | 0,5526 0,2673 0,7811 0,1156
-50 | 0,3710 0,0124 0,8462 0,0551
-40 | 0,4250 0,0118 0,7581 0,1592
-30 | 0,4586 0,3358 0,9895 0,8813
-20 | 0,6942 0,4629 0,8254 0,9191
-10 | 0,6486 0,1645 0,2716 0,6863
0| 0,6027 0,3510 0,3362 0,5360
10 | 0,8802 0,9805 0,7272 0,7845
20 | 0,8092 0,9588 0,7590 | >0,9999
30 | 0,3639 0,6529 0,6442 0,3463
40 | 0,4045 0,6649 0,8391 0,9247
50 | 0,3890 0,1820 0,8703 0,3142
60 | 0,7850 0,0250 0,9900 0,0170
70 | 0,5530 0,0400 0,9449 0,0577
80 | 0,5849 0,0304 0,5521 0,2395
90 | 0,6498 0,0533 0,8285 0,1374
100 | 0,5988 0,2603 0,7500 0,2057
110 | 0,5115 0,2394 0,7536 0,4071
120 | 0,1139 0,0538 0,6443 0,8637

czas

USV wyemitowane, 1-6-10-P, odpowiedz
na USV 22-kHz, Mann-Whitney

Wistar, SHR, 0, FC,
OvsFC 0vsFC WvsSHR | Wvs SHR
-60 | 0,6054 0,3427 0,3763 0,5275
-50 | 0,5160 0,2273 0,3863 0,3276
-40 | 0,6211 0,2308 0,5680 0,2994
-30 | 0,9217 0,4338 0,8273 0,6749
-20 | 0,9856 0,8188 0,9255 0,9138
-10 | 0,5148 0,4442 0,6751 0,8834
0| 0,6837 0,2192 0,5912 0,3913
10 | 0,0721 0,3158 0,4031 0,0883
20 | 0,3414 0,1289 0,3362 0,6474
30 | 0,6967 0,1078 0,3055 0,9207
40 | 0,3570 0,3046 0,5552 0,6297
50 | 0,1658 0,4151 0,5441 0,2743
60 | 0,3207 0,3430 0,5767 0,4804
70 | 0,9379 0,7347 0,3748 0,56227
80 | 0,4868 0,4016 0,4150 0,3818
90 | 0,8988 0,1927 0,2509 0,8316
100 | 0,7434 0,7090 0,4040 0,6861
110 | 0,7391 0,8595 0,7543 0,8409
120 | 0,5077 0,2341 0,8639 0,9116
USV wyemitowane, 1-6-10-P, odpowiedZ
czas na USV 50-kHz, Mann-Whitney
Wistar, SHR, 0, FC,
0vs FC OvsFC WvsSHR | WvsSHR
-60 | 0,6359 0,6730 0,5075 0,3991
-50 | 0,0740 0,5762 0,1571 0,4092
-40 | 0,4656 0,6342 0,7492 0,3593
-30 | 0,5747 0,6001 0,3312 0,9594
-20 | 0,9143 0,2839 0,2626 0,0017
-10 | 0,1102 0,3838 0,8028 0,2670
0| 0,9338 0,6328 <0,0001 | <0,0001
10 | 0,0551 0,6207 0,0337 <0,0001
20 | 0,0488 0,5945 0,1052 0,0008
30 | 0,0449 0,2317 0,1171 0,0039
40 | 0,1003 0,2192 0,1361 0,0429
50 | 0,0209 0,8915 0,8110 0,0325
60 | 0,0025 0,8357 0,3074 0,0601
70 | 0,0030 0,3801 0,7660 0,0428
80 | 0,0180 0,8656 0,1437 0,2481
90 | 0,0200 0,0383 0,7448 0,3820
100 | 0,0022 0,9094 0,1172 0,0752
110 | 0,1722 0,1548 0,6196 0,6027
120 | 0,4635 0,4114 0,2556 0,1688

Wistar, SHR, 0, FC,
0vs FC 0vs FC WvsSHR | Wvs SHR
-60 | 0,0630 0,1351 0,6205 0,5633
-50 | 0,7448 0,3780 0,4432 0,0835
-40 | 0,1546 0,8572 0,4347 0,8701
-30 | 0,0519 0,9459 0,0129 0,5005
-20 | 0,0027 0,1973 0,0178 0,5596
-10 | 0,2955 0,1785 0,8432 0,8356
0| 0,7466 0,4263 | <0,0001 | <0,0001
10 | 0,5020 0,0339 0,0016 0,0092
20 | 0,9084 0,0872 0,0017 0,1339
30 | 0,0589 0,4395 0,7618 0,1789
40 | 0,1503 0,0318 0,1719 0,4053
50 | 0,0800 0,5838 0,4559 0,4822
60 | 0,0229 0,3246 0,8697 0,1260
70 | 0,0524 0,0935 0,9849 0,6519
80 | 0,0198 0,6756 0,5254 0,1305
90 | 0,1040 0,7410 0,5212 0,5122
100 | 0,0125 0,4750 0,4215 0,2338
110 | 0,0745 0,8972 0,7647 0,1521
120 | 0,0069 0,0970 0,4259 0,7264
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Tab. S7. Zmiana w dystansie przebytym (a), czasie spedzonym w potowie klatki blizszej gtosnika (b) oraz liczbie
wszystkich USV wyemitowanych (c) wokot odtwarzania USV prezentowanych w trakcie interwatu ,,0 s” (od -60
5$do120s,-60sdo60s,-10sdo 10s, 0 do 30 s) oraz w trakcie kontrolnego interwatu przed odtworzeniem (,,-30

s” do ,,-10 8”; prosze zwrdci¢ uwage na wartosci p > 0,05) u szczuréw Wistar; Friedman.

Dystans przebyty, Wistar, Friedman

Odpowiedz na USV 50-kHz

interwal | 0-P(1) 1-P 0-P(6) 6-P | 0-P(10) | 10-P (e?-_1P0) 6-10-P (1_06'30) 1-6-10-P
-60 do 120 | 0,0789 | 0,0039 | 0,0613 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
-60do60 | 0,0606 | 0,0035 | 0,0176 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0000 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
-10do 10 | 0,0231 | 0,0001 | 0,0377 | 0,0001 | 0,0073 | 0,0007 | 0,0004 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
0 do 30 0,0332 | 0,0000 | 0,2099 | <0,0001 | 0,0218 | 0,0134 | 0,0036 | <0,0001 | 0,0009 | <0,0001
-30do-10 | 0,1160 | 0,6457 | 0,3508 | 0,0316 | 0,0366 | 0,2683 | 0,4531 | 0,0121 | 0,0855 | 0,0183
Odpowiedz na USV 22-kHz
interwal | 0-P1) | 1-P | o-P@6) | 6P |0-P(10) | 10-P (E?-lPO) 6-10-P (1_06'30) 1-6-10-P
-60 do 120 | 0,0208 | 0,0009 | 0,2883 | 0,0634 | 0,0027 | 0,0003 | 0,0131 | <0,0001 | 0,0015 | <0,0001
-60do60 | 0,2272 | 0,0010 | 0,1196 | 0,0339 | 0,0079 | 0,0002 | 0,0210 | <0,0001 | 0,0004 | <0,0001
-10do 10 | 0,5837 | 0,0152 | 0,7321 | 0,0093 | 0,1988 | 0,0004 | 0,0344 | 0,0001 | 0,0306 | 0,0001
0do 30 0,2407 | 0,0005 | 0,0858 | 0,0010 | 0,0018 | 0,0002 | 0,8566 | 0,8153 | 0,0846 | <0,0001
-30do-10 | 0,1988 | 0,7788 | >0,9999 | 0,3850 | 0,3679 | 0,8539 | 0,6457 | 0,3385 | 0,6489 | 0,7553
Czas spedzony, Wistar, Friedman
Odpowiedz na USV 50-kHz
interwal | 0-P1) | 1-P | o-P@6) | 6P |0-P(10) | 10-P (E?-lPO) 6-10-P (1_06'30) 1-6-10-P
-60 do 120 | 0,0064 | <0,0001 | 0,0010 | 0,0082 | 0,0008 | <0,0001 | 0,0002 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
-60 do60 | 0,0001 | <0,0001 | 0,0004 | 0,0005 | 0,0032 | 0,0004 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
-10do 10 0,0441 | 0,0001 | 0,0186 | 0,0034 | 0,0405 | 0,0012 | 0,0020 | <0,0001 | 0,0001 | <0,0001
0do 30 0,0467 | <0,0001 | 0,4867 | <0,0001 | 0,0036 | 0,0007 | 0,0044 | <0,0001 | 0,0003 | <0,0001
-30do-10 | 0,1423 | 0,8777 | 05743 | 0,8910 | 0,1699 | 0,6483 | 0,6731 | 0,6065 | 0,7903 | 0,7862
Odpowiedz na USV 22-kHz
interwal | 0-P1) | 1-P | o-P@6) | 6P |0-P(10) | 10-P (E?-lPO) 6-10-P (1_06'50) 1-6-10-P
-60 do 120 | <0,0001 | 0,0464 | 0,1676 | <0,0001 | 0,2554 | <0,0001 | 0,1145 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
-60do 60 | <0,0001 | 0,1591 | 0,0060 | <0,0001 | 0,6273 | <0,0001 | 0,0197 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
-10do 10 0,0695 | 0,9623 | 0,0514 | 0,0004 | 0,1310 | 0,0033 | 0,0160 | <0,0001 | 0,0012 | 0,0001
0do 30 0,0620 | 0,6957 | 0,0591 | 0,0004 | 0,4753 | <0,0001 | 0,0342 | <0,0001 | 0,0017 | <0,0001
-30do-10 | 0,4308 | 0,8465 | 0,6667 | 0,5623 | 0,4013 | 0,8777 | 0,1953 | 0,7928 | 0,1499 | 0,8500
USV wyemitowane, Wistar, Friedman
Odpowiedz na USV 50-kHz
interwal | 0-P(1) 1-P | 0-P(6) | 6-P | 0-P(10) | 10-P ((?-1P0) 6-10-P (1_06'30) 1-6-10-P
-60 do 120 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
-60 do 60 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
-10 do 10 0,0002 | 0,0002 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
0do 30 0,0032 | 0,2299 | 0,0083 | 0,4916 | 0,0752 | 0,4967 | 0,0033 | 0,5997 | <0,0001 | 0,1867
-30do-10 | 0,0152 | 0,2319 | >0,9999 | 0,1561 | 0,4966 | 0,3679 | 0,8102 | 0,3679 | 0,0702 | 0,1096
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Odpowiedz na USV 22-kHz

interwat | 0-P(1) | 1-P | 0-P(6) | 6-P | O-P(10) | 10-P (E?-1PO) 6-10-P (1_06'30) 1-6-10-P
-60 do 120 | 0,0046 | 0,0017 | 0,1744 | <0,0001 | 0,0012 | <0,0001 | 0,0131 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
60do60 | 0,0009 | 0,0106 | 0,5917 | <0,0001 | 0,0009 | <0,0001 | 0,0210 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
-10do 10 | 0,1801 | 02111 |>0,9999 | 0,0021 | 0,0344 | 0,0150 | 0,0344 | 0,0001 | 0,0073 | 0,0001

0do30 | 0,7440 | 05558 | 0,3916 | 0,8120 | 0,7764 | 0,3130 | 0,8566 | 0,8153 | 0,9963 | 0,7262
-30do-10 | 0,4966 | 0,1462 | 0,3333 | 0,5045 | 0,3679 | 0,1615 | 0,6457 | 0,3385 | 0,4459 | 0,3679

Tab. S8. Zmiana w dystansie przebytym (a), czasie spedzonym w potowie klatki blizszej gtosnika (b) oraz liczbie
wszystkich USV wyemitowanych (c) wokot odtwarzania USV prezentowanych w trakcie interwatu ,,0 s” (od -60
5$do 1205s,-60sdo60s,-10 sdo 10 s, 0 s do 30 s) oraz w trakcie kontrolnego interwatu przed odtworzeniem (,,-
30s” do ,,-10 s”; proszg zwroci¢ uwage na wartosci p > 0,05) u SHR; Friedman.

Dystans przebyty, SHR, Friedman

Odpowiedz na USV 50-kHz

interwat | 0-P(1) | 1-P | O-P6) | 6P | 0-P(10) | 10-P (Eg)—-lPO) 6-10-P (1_06'20) 1-6-10-P
260 do 120 | 0,6495 | 0,0004 | 0,5975 | <0,0001 | 0,1678 | 0,8554 | 0,066 | 0,0036 | 0,2449 | <0,0001
60 do 60 | 0,8654 | 0,0003 | 0,3603 | 0,0001 | 0,0785 | 0,8951 | 0,0349 | 0,0030 | 0,2208 | <0,0001
710do10 | 0,6293 | 0,0000 | 0,078L | 0,0114 | 0,3159 | 0,2818 | 0,0224 | 0,010L | 0,0361 | <0,0001
0do30 | 0,3439 | 0,0001 | 0,1605 | 0,0033 | 0,2177 | 0,3561 | 0,0270 | 0,0017 | 0,0130 | <0,0001
30do-10 | 0,6293 | 0,2298 | 0,4362 | 0,1615 | 0,3159 | 0,4204 | 0,9512 | 0,430 | 0,6790 | 0,8669
Odpowiedz na USV 22-kHz
interwal | 0-P1) | 1-P | o-P@6) | 6P |0-P(10) | 10-P (E?-lPO) 6-10-P (1_06'30) 1-6-10-P
760 do 120 | <0,0001 | 0,0002 | 01271 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0008 | 0,4613 | 0,9911 | <0,0001 | <0,0001
60 do 60 | <0,0001 | 0,0002 | 0,0706 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0006 | 0,6897 | 0,9315 | <0,0001 | <0,0001
710do 10 | 0,0004 | 0,0042 | 0,0456 | 0,0014 | 0,0665 | 0,0381 | 0,6376 | 0,3863 | <0,0001 | <0,0001
0do30 | 0,0005 | 0,0046 | 0,1870 | 0,0009 | 0,0189 | 0,0219 | 05566 | 0,4448 | 0,0001 | <0,0001
30do-10 | 0,2192 | 0,4655 | 0,0781 | 0,1134 | 0,1873 | 0,9355 | 0,5538 | 0,3320 | 0,1152 | 0,0406
Czas spedzony, SHR, Friedman
Odpowiedz na USV 50-kHz
interwal | 0-P1) | 1-P | o-P@6) | 6P |0-P(10) | 10-P (E?-lPO) 6-10-P (1_06'50) 1-6-10-P
260 do 120 | 0,5142 | 0,0282 | 0,0003 | <0,0001 | 0,2683 | 0,0002 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0033 | <0,0001
60 do 60 | 0,2155 | 0,0018 | 0,0019 | <0,0001 | 0,4285 | 0,0001 | 0,0001 | <0,0001 | 0,0020 | <0,0001
10do10 | 0,4498 | 0,0188 | 0,0084 | 0,0001 | 0,1728 | 0,0531 | 0,0020 | <0,0001 | 0,0172 | <0,0001
0do30 | 0,3227 | 0,0240 | 0,0021 | <0,0001 | 0,0680 | 0,0539 | 0,0001 | <0,0001 | 0,0439 | <0,0001
30do-10 | 0,1430 | 0,4847 | 0,1204 | 0,8233 | 0,7685 | 0,4095 | 0,5899 | 0,8290 | 0,2107 | 0,5418
Odpowiedz na USV 22-kHz
interwal | 0-P1) | 1-P | o-P@6) | 6P |0-P(10) | 10-P ((?-_1P0) 6-10-P (1_06'30) 1-6-10-P
260 do 120 | 0,9406 | 0,0048 | 0,2458 | <0,0001 | 0,9855 | 0,9800 | 0,3642 | 0,0002 | 0,2999 | <0,0001
60 do 60 | 0,8268 | 0,0029 | 0,4154 | <0,0001 | 0,8829 | 0,9485 | 0,2045 | 0,0000 | 0,1826 | <0,0001
10do10 | 0,8889 | 0,0102 | 0,0741 | 0,0046 | 0,8889 | 0,6457 | 0,0839 | 0,0187 | 0,0635 | 0,0003
0do30 | 0,2035 | 0,0016 | 0,9536 | 0,0014 | 0,9343 | 0,0965 | 0,9420 | 0,000 | 0,4918 | <0,0001
30 do-10 | 0,6650 | 0,7919 | 0,6653 | 0,2578 | 0,3704 | >0,0999 | 0,2545 | 0,4620 | 0,5488 | 0,6992
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USV wyemitowane, SHR, Friedman

Odpowiedz na USV 50-kHz

interwat 0-P(2) 1-P 0-P(6) 6-P 0-P(10) 10-P (E?-1P0) 6-10-P (1-06-30) 1-6-10-P
-60 do 120 | 0,0618 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
-60do 60 | 0,0963 | <0,0001 | 0,0001 | <0,0001 | 0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
-10do 10 | 0,0284 | 0,0005 | 0,0233 | 0,0017 | 0,0102 | 0,1146 | 0,0005 | 0,0004 | 0,0000 | <0,0001

0do 30 0,5076 | 0,2929 | 0,1707 | 0,0559 | 0,4177 | 0,3214 | 0,1337 | 0,1122 | 0,0977 | 0,0458
-30do-10 | 0,8796 | 0,4308 | 0,7778 | 0,738 | 0,8519 | 0,4013 | 0,6873 | 0,0829 | 0,8559 | 0,0438

Odpowiedz na USV 22-kHz

interwat 0-P(2) 1-P 0-P(6) 6-P 0-P(10) 10-P (E?-1P0) 6-10-P (1-06-30) 1-6-10-P
-60do 120 | 0,6292 | 0,8146 | 0,3585 | 0,8387 | 0,3002 | 0,9836 | 0,4613 | 0,9911 | 0,3053 | 0,9910
-60do 60 | 0,4860 | 0,5842 | 0,5342 | 0,6089 | 0,3109 | 0,9824 | 0,6897 | 0,9315 | 0,3237 | 0,8878
-10do 10 | >0,9999 | 0,2410 | >0,9999 | 0,2894 | 0,5617 | 0,9394 | 0,6376 | 0,3863 | 0,6611 | 0,2150

0do 30 0,3916 | 0,023 | 0,5724 | 0,1366 | 0,0875 | 0,8572 | 0,5566 | 0,4448 | 0,5222 | 0,3453
-30do-10 | 0,7778 | 05418 | 0,6667 | 0,6762 | 0,7778 | 0,4438 | 0,5538 | 0,3320 | 0,6661 | 0,7408

Tab. S9. Analiza dystansu przebytego (a), czasu spedzonego w potowie klatki blizszej gtosnika (b) oraz liczby
wszystkich USV wyemitowanych (c) przez szczury Wistar przed (tj. sredniej dla interwatu od ,,-30 s” do ,,-10 s”)
Vs podczas odtwarzania USV (tj. w punkcie ,,0 s”) vs po odtwarzania (. $redniej dla interwatu od ,,10 s” do ,,30
s”); Wilcoxon.

Dystans przebyty, Wistar, Wilcoxon

Odpowiedz na USV 50-kHz

0-P 0P | 1-6-10-
0-P(1) 1-P 0-P(6) 6P | 0-P0) | 10-P | o | 610P | o | g
przed 0,0327 | 0,0004 | 0,1475 |<0,0001 | 0,0005 | 0,0002 | 0,0002 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
Vs podczas
SLZSS 0,7354 | 0,7820 | 05195 | 0,0462 | 0,0012 | 0,0874 | 0,0079 | 0,0067 | 0,0152 | 0,0113
pgg‘;)z:s 0,0171 |<0,0001 | 0,4648 |<0,0001 | 0,0398 | 0,0012 | 0,0395 |<0,0001 | 0,0013 |<0,0001
Odpowiedz na USV 22-kHz
0-P 0P | 1-6-10-
0-P(1) 1-P 0-P(6) 6P | 0-P0) | 10-P | o | 610P |y cho | Tp
przed 0,7354 | 0,8603 | 0,6377 | 0,1207 | 0,1465 | 0,1336 | 0,1515 | 0,0265 | 0,1534 | 0,0686
vs podczas
sgzsg 0,3396 | 0,0092 | 0,7646 | 0,2615 | 0,0215 | 0,0039 | 0,0787 | 0,0051 | 0,0298 | 0,0002
p?/‘sj%z:s 0,1272 | 0,0131 | 0,6377 | 0,0059 | 0,0061 |<0,0001 | 0,0115 | <0,0001 | 0,0043 | <0,0001
Czas spedzony, Wistar, Wilcoxon
Odpowiedz na USV 50-kHz
0-P 0P | 1-6-10-
0-P(1) 1-P 0-P(6) 6P | 0-P(0) | 10-P | o | 610P |y o | Tp
przed 0,1016 | 0,0015 | 0,0273 | 0,2290 | 0,9102 | 0,0353 | 0,0874 | 0,0249 | 0,0137 | 0,0003
Vs podczas
f’/gzsg 0,0195 | 0,0032 | 0,0020 | 0,0249 | 0,0391 | 0,0013 | 0,0001 | 0,0002 | <0,0001 | <0,0001
pf’/gcpzjs 0,1484 | 0,0342 | 0,3828 | 0,0028 | 0,0195 | 0,0103 | 0,0139 | <0,0001 | 0,0036 | <0,0001
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Odpowiedz na USV 22-kHz

0-P 0P | 1-6-10-
0-P(1) 1-P | 0-P(6) 6P | 0-P0) | 10-P | o | 610P |y o | Tp
przed 0,5469 | 0,4413 | >0,9999 | 0,6002 | 0,0781 | 0,1520 | 0,2783 | 0,1256 | 0,2122 | 0,0974
Vs podczas
f’:gg 0,0273 | 0,9594 | 0,0625 | 0,0171 | 0,3984 | 0,0121 | 0,0590 |<0,0001 | 0,0058 | 0,0002
p?/g%zg‘s 0,1562 | 0,7353 | 0,0625 | 0,0186 | 0,8438 | 0,0051 | 0,1189 |<0,0001 | 0,0250 | 0,0015
USV wyemitowane, Wistar, Wilcoxon
Odpowiedz na USV 50-kHz
0-P 0P | 1-6-10-
0-P(1) 1-P | 0-P(6) 6P | 0-P(0) | 10P | o | 610P | T | p
przed 00010 | 0,0012 | 00020 |<0,0001| 00010 | <0,0001 | <0.0001 | <0,0001 | <0.0001 | <0,0001
Vs podczas
sgzsg 0,0020 | 0,0002 | 0,0020 |<0,0001| 0,0005 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
p?/g(;z:s 0,0029 | 0,4722 | 0,3750 | 0,3191 | 0,0864 | 0,3788 | 0,0451 | 0,1522 | 0,0004 | 0,0939
Odpowiedz na USV 22-kHz
0-P 0P | 1-6-10-
0-P(1) 1-P | 0-P(6) 6P | 0-P0) | 10-P | o | 610P |t | T p
przed 0,9375 | 0,2367 | 0,5000 | 0,0060 | 0,7500 | 0,0077 | 0,0703 | 0,7266 | 0,0168 | 0,7266
VS podczas
SLZSS 0,484 | 0,0357 | 0,7500 | 0,0022 | 0,0469 | 0,0022 | 0,0801 | 0,0002 | 0,0025 | 0,0002
p?/gfg‘s 0,1250 | 0,6719 | >0,9999 | 0,2834 | 0,0312 | 0,1836 | >0,9999 | <0,0001 | 0,6170 | <0,0001

Tab. S10. Analiza dystansu przebytego (a), czasu spedzonego w potowie klatki blizszej gto$nika (b) oraz liczby
wszystkich USV wyemitowanych (c) przez SHR przed (4j. sredniej dla interwatu od ,,-30 s” do ,,-10 s”) vs podczas
odtwarzania USV (tj. w punkcie ,,0 s”’) vs po odtwarzania (tj. §redniej dla interwatu od ,,10 s” do ,,30 s”); Wilcoxon.

Dystans przebyty, SHR, Wilcoxon

Odpowiedz na USV 50-kHz

0-P 0P | 1-6-10-
0-P(1) 1-P 0-P(6) 6P | 0-P(0) | 10-P | o | 610P |yl | Tp
przed 0,7002 | 0,0011 | 0,0645 | 0,0032 | 0,3750 | 0,6387 | 0,0296 | 0,0083 | 0,1954 | 0,0001
vs podczas
sgzsg 0,2402 | 0,1202 | 02754 | 0,2069 | 0,8457 | 0,4543 | 0,5459 | 0,1386 | 0,7498 | 0,0292
p?/‘sj%z:s 0,9658 | 0,0003 | 0,0273 | 0,0007 | 0,1309 | 0,2293 | 0,0073 | 0,0006 | 0,0321 | <0,0001
Odpowiedz na USV 22-kHz
0-P 0P | 1-6-10-
0-P(1) 1-P 0-P(6) 6P | 0-P0) | 10-P | o | 610P | o | g
przed 0,0537 | 0,3289 | 0,1055 | 0,3529 | 0,1934 | 0,1514 | 0,0400 | 0,0803 | 0,0044 | 0,0483
Vs podczas
‘V’ZSS 0,0244 | 0,0032 | 0,0098 |<0,0001 | 0,0098 | 0,0054 | 0,0001 |<0,0001 | <0,0001 | <0,0001
p?/gc;)z:s 0,3203 | 0,0150 | 0,4316 | 0,0150 | 0,0645 | 0,0730 | 0,0400 | 0,0024 | 0,0221 | <0,0001
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Czas spedzony, SHR, Wilcoxon

Odpowiedz na USV 50-kHz

0-P 0P | 1-6-10-
0-P(1) 1-P 0-P(6) 6P | 0-P0) | 10-P | o | 610P |y o | Tp
przed 0,1289 | 0,1475 | 0,1602 | 0,0335 | 0,6875 | 0,2061 | 0,1348 | 0,0174 | 0,0224 | 0,0033
Vs podczas
f’:gg 0,9414 | 0,0034 | 0,0137 |<0,0001 | 0,3828 | 0,0161 | 0,0087 | <0,0001 | 0,0284 | <0,0001
p?/g%zg‘s 0,2500 | 0,0117 | 0,0156 | 0,0002 | 0,2500 | 0,0742 | 0,0020 | <0,0001 | 0,2505 | <0,0001
Odpowiedz na USV 22-kHz
0-P 0P | 1-6-10-
0-P(1) 1-P 0-P(6) 6P | 0-P(0) | 10P | o | 610P | T | p
przed 0,6406 | 0,1763 | 0,3750 | 0,1070 |>0,9999 | 0,9697 | 0,5693 | 0,2109 | 0,2943 | 0,0682
Vs podczas
sgzsg 0,3828 | 0,0049 | 0,2969 | 0,0050 | 04375 | 055195 | 0,2334 | 0,0103 | 0,0759 | 0,0001
p?/g(;z:s 0,5000 | 0,0313 | >0,9999 | 0,0078 | 0,6250 | 0,2500 | 0,5625 | 0,0010 | 0,3125 | <0,0001
USV wyemitowane, SHR, Wilcoxon
Odpowiedz na USV 50-kHz
0-P 0P | 1-6-10-
0-P(1) 1-P 0-P(6) 6P | 0-P(0) | 10 | o | 610P | ST | p
przed 0,2500 | 0,0009 | 0,0781 | 0,0239 | 0,0391 | 0,1045 | 0,0024 | 0,0045 | 0,0051 | <0,0001
VS podczas
sgzsg 0,0176 | 0,0001 | 0,0625 | 0,0075 | 0,0078 | 0,0164 | 0,0003 | 0,0002 | <0,0001 | <0,0001
p?/gfg‘s 0,2227 | 0,1468 | 0,2500 | 0,0056 | 0,3906 | 0,1304 | 0,1244 | 0,0023 | 0,0496 | 0,0008
Odpowiedz na USV 22-kHz
0-P 0P | 1-6-10-
0-P(1) 1-P 0-P(6) 6P | 0-P0) | 10-P | o | 610P | o | g
przed >0,9999 | 0,2949 | 0,1250 | 0,3594 | 0,3125 | 0,9063 |>0,9999 | 0,4581 | >0,9999 | 0,8915
Vs podczas
SLZSS >0,9999 | 0,8379 | 0,1250 | 0,4180 | 0,7500 | 0,6250 | 0,0840 | 0,5410 | 0,1289 | 0,6977
psgi)z:s >0,9999 | 02422 | 05000 | 0,9219 | 0,2500 | >0,9999 | 0,4375 | 0,9600 | 0,7031 | 0,3391
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Tab. S11. Poréwnanie czasu spedzonego w potowie klatki (%) blizej glo$nika (procent czasu) z warto$cia 50% w
chwili odtwarzania sygnatow (playback), bezposrednio po odtwarzaniu (dla srednich z interwatow od ,,10 s” do
,»30 87 oraz od ,,10 s” do ,,60 s”) oraz w trakcie kontrolnego interwatu przed odtworzeniem (,,-30 s” do ,,-10 s”;
prosze zwrdci¢ uwage na wartosci p > 0,05) u szczuréw Wistar (a) i SHR (b); Wilcoxon.

Czas spedzony vs 50%, Wistar, Wilcoxon

Odpowiedz na USV 50-kHz
interwal 0-P(1) 1-P 0-P(6) 6-P 0-P(10) | 10-P 0-P 6-10-P 0-P 1-6-10-
(6-10) (1-6-10) p

0 (playback) 0,1028 | 0,0013 | 0,6338 | 0,1259 | 0,0269 | 0,0079 | 0,0433 | 0,0006 | 0,0089 | <0,0001

10 do 30 0,0093 | 0,0023 | 0,1064 | 0,0117 | 0,0002 | 0,0002 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0000 | <0,0001

10 do 60 0,0242 | 0,0005 | 0,1221 | 0,0333 | 0,0017 | 0,0001 | 0,0005 | <0,0001 | 0,0001 | <0,0001

-30 do -10 0,6257 | 0,0980 | 0,0234 | 0,7938 | 0,1028 | 0,7172 | 0,8982 | 0,9368 | 0,7400 | 0,5235

Odpowiedz na USV 22-kHz
interwal 0-P(1) 1-P 0-P(6) 6-P 0-P(10) | 10-P 0-P 6-10-P 0-P 1-6-10-
(6-10) (1-6-10) p

0 (playback) 0,2852 | 0,6051 | 0,7539 | 0,9851 | 0,0095 | 0,6580 | 0,0400 | 0,8244 | 0,3694 | 0,4769

10 do 30 0,4189 | 0,6233 | 0,0049 | 0,0090 | 0,0142 | 0,0401 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0009 | <0,0001

10 do 60 0,0315 | 0,2775 | 0,0049 | 0,0100 | 0,0239 | 0,0586 | 0,0002 | 0,0002 | 0,0000 | 0,0001

-30 do -10 0,0378 | 0,7564 | 0,6309 | 0,6274 | 0,0891 | 0,7475 | 0,0969 | 0,3854 | 0,3694 | 0,6711

Czas spedzony vs 50%, SHR, Wilcoxon

Odpowiedz na USV 50-kHz
0-P 0-P 1-6-10-

interwat 0-P(1) 1-P 0-P(6) 6-P 0-P(10) 10-P (6-10) 6-10-p (1-6-10) P

0 (playback) 0,0029 | 0,2984 | 0,5566 |>0,9999 | 0,3984 | 0,1762 | 0,2715 | 0,2662 | 0,0069 | 0,1356

10 do 30 0,1211 | 0,0033 | 0,0293 | <0,0001| 0,1250 | 0,0003 | 0,0079 | <0,0001 | 0,0010 | <0,0001

10 do 60 0,4004 | 0,0048 | 0,1367 | <0,0001| 0,1367 | 0,0004 | 0,0249 | <0,0001 | 0,0113 | <0,0001

-30 do -10 0,1201 | 0,8129 | 0,1875 | 0,0381 | 0,7656 | 0,9774 | 0,4051 | 0,1628 | 0,9031 | 0,1989

Odpowiedz na USV 22-kHz
0-P 0-P 1-6-10-

interwat 0-P(1) 1-P 0-P(6) 6-P 0-P(10) 10-P (6-10) 6-10-p (1-6-10) P

0 (playback) | >0,9999 | 0,3499 | 0,1094 | 0,3892 | 0,2891 | 0,8953 | 0,0309 | 0,4742 | 0,0679 | 0,2541

10 do 30 0,5488 | 0,6536 | 0,0391 | 0,0141 | 0,1797 | 0,0082 | 0,0095 | 0,0150 | 0,0039 | 0,0005

10 do 60 0,5625 | 0,0495 | 0,0059 | 0,0207 | 0,0840 | 0,6796 | 0,0011 | 0,0685 | 0,0025 | 0,0083

-30 do -10 0,5762 | 0,5839 | 0,2305 | 0,2054 | 0,2949 | 0,8029 | 0,0727 | 0,4060 | 0,2885 | 0,3308
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Tab. S12. Poréwnanie dystansu przebytego przez szczury Wistar (a) i SHR (b) w odpowiedzi na odtwarzanie
USV 50-kHz vs USV 22-kHz; Wilcoxon, czas — nazwa 10-sekundowego interwalu wykorzystanego w

poréwnaniu.
Dystans przebyty, USV 50-kHz vs USV 22-kHz, Wilcoxon
Wistar
czas | 0-P(1) 1-P 0-P(6) 6-P | 0-P(10) | 10-P (60-1P0) 6-10-P (1_06'30) 1'6;,10'
-60| 0,4973 | 0,3225 | 0,2783 | 0,5028 | 0,8394 | 0,7983 | 0,5271 | 0,7976 | 0,2486 | 0,4726
-50| 0,4973 | 0,2744 | 0,7002 | 0,8237 | 0,1465 | 0,6794 | 0,3596 | 0,6078 | 0,7884 | 0,8809
-40| 0,8394 | 0,3484 | 0,4648 | 0,4245 | 0,3396 | 0,4900 | 0,9664 | 0,9183 | 0,8231 | 0,7286
-30| 0,8926 | 0,7436 | 0,1748 | 0,8486 | 0,5879 | >0,9999 | 0,6431 | 0,9082 | 0,8580 | 0,9309
-20| 0,8394 | 0,5966 | 0,0537 | 0,1055 | 0,1272 | 0,8288 | 0,7469 | 0,2682 | 0,6120 | 0,2140
-10| 0,7354 | 0,4954 | 0,3203 | 0,1762 | 0,6848 | 0,4900 | 0,7048 | 0,1408 | 0,5707 | 0,2894
0| 0,0327 | 0,0013 | 0,0068 | 0,0003 | 0,2439 | 0,0006 | 0,0065 | <0,0001 | 0,0003 | <0,0001
10| 0,0681 | 0,0250 | 0,1475 | 0,5028 | 0,0942 |<0,0001 | 0,0269 | 0,0007 | 0,0037 | <0,0001
20| 0,0171 | 0,0027 | 0,0137 | 0,0425 | 0,0034 | 0,0008 |<0,0001 | 0,0001 | <0,0001 | <0,0001
30| 0,8394 | 0,0654 | 0,0098 | 0,0738 | 0,0215 | 0,0012 | 0,0003 | 0,0004 | 0,0013 | <0,0001
40| 0,4143 | 0,0386 | 0,0244 | 0,2902 | 0,2163 | 0,0001 | 0,0126 | 0,0011 | 0,1211 | <0,0001
50| 0,0398 | 0,8209 | 0,0020 | 0,0074 | 0,1909 | 0,0062 | 0,0031 |<0,0001 | 0,0003 | 0,0004
60| 0,0215 | 0,0155 | 0,6377 | 0,0542 | 0,3757 | 0,0124 | 0,2643 | 0,0011 | 0,0349 |<0,0001
70| 0,9460 | 0,6322 | 0,3203 | 0,2099 | 0,5417 | 0,1042 | 0,2076 | 0,0424 | 0,3538 | 0,1860
80| 0,6355 | 0,0833 | 0,1748 | 0,8486 | 0,1909 | 0,2413 | 0,0526 | 0,3682 | 0,0699 | 0,0987
90| 0,1099 | 0,0290 | 0,6377 | 0,0854 | 0,3054 | 0,0062 | 0,2768 | 0,0018 | 0,7316 | 0,0001
100| 0,8394 | 0,1167 | 0,0420 | 0,5661 |>0,9999 | 0,2753 | 0,1974 | 0,2065 | 0,3696 | 0,0438
110| 0,2439 | 0,2114 | 05195 | 0,7745 | 0,4143 | 0,3736 | 0,3029 | 0,3546 | 0,1071 | 0,1731
120| 0,8394 | 0,1439 | 0,8984 | 0,3369 | 0,3757 | 0,4180 | 0,3902 | 0,8677 | 0,4461 | 0,5487
Dystans przebyty, USV 50-kHz vs USV 22-kHz, Wilcoxon
SHR
czas | 0-P(1) 1-P 0-P(6) 6-P | 0-P(10) | 10-P (e?-_1p0) 6-10-P (1%'30) 1'6|;10'
-60| 0,8984 | 0,7819 | 0,3223 | 0,1202 | 0,6250 | 0,3028 | 0,2943 | 0,7468 | 0,3673 | 0,9215
-50| 0,7646 | 0,0714 | 0,3750 | 0,4586 | 0,5566 | 0,5245 | 0,2943 | 0,9046 | 0,3884 | 0,1745
-40| 0,3652 | 0,7119 | 0,3223 | 0,5791 | 0,2324 | 0,8469 | 0,8695 | 0,8177 | 0,6496 | 0,7374
-30| 0,2061 | 0,8536 | 0,9219 | 0,4307 | 0,0195 | 0,4543 | 0,1536 | 0,6916 | 0,8242 | 0,7152
-20| 0,0098 | 0,8900 | 0,4922 | 0,4038 | 0,4922 | 0,3894 | 0,8408 | 0,9926 | 0,1156 | 0,8825
-10| 0,3203 | 0,6777 | 0,1309 | 0,4038 |>0,9999 | 0,8040 | 0,2611 | 0,6780 | 0,9154 | 0,9137
0| 0,0420 | 0,0714 | 0,0195 | 0,0007 | 0,0488 | 0,0103 | 0,0003 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
10| 0,0068 | 0,1743 | 0,0840 | 0,0110 | 0,0840 | 0,0730 | 0,0083 | 0,0014 |<0,0001 | 0,0005
20| 0,0830 | 0,3529 | 0,0195 | 0,0395 | 0,0020 | 0,0353 | <0,0001 | 0,0028 | <0,0001 | 0,0024
30| 0,0244 | 0,0638 | 0,0840 | 0,0174 | 0,1055 | 0,0302 | 0,0083 | 0,0015 | 0,0003 | 0,0002
40| 0,0020 | 0,1089 | 0,6953 | 0,0067 | 0,0098 | 0,0256 | 0,0532 | 0,0006 | 0,0002 | 0,0002
50| 0,0010 | 0,0032 | 0,0645 | 0,2842 | 0,0098 | 0,1354 | 0,0023 | 0,0454 | <0,0001 | 0,0005
60| 0,0137 | 0,0129 | 0,0645 | 0,5171 | 0,0059 | 0,2293 | 0,0004 | 0,1288 | <0,0001 | 0,0097
70| 0,1748 | 0,1324 | 0,0645 | 0,0038 | 0,3750 | 0,0256 | 0,0441 | 0,0003 | 0,0110 | 0,0001
80| 0,0420 | 0,1743 | 0,6250 | 0,1454 | 0,2324 | 0,0054 | 0,2162 | 0,0041 | 0,0157 | 0,0013
90| 0,0010 | 0,0017 | 0,4922 | 0,3529 | 0,9219 | 0,1688 | 0,6742 | 0,1024 | 0,0260 | 0,0016
100| 0,0674 | 0,0448 | 0,2754 | 0,1202 | 0,1309 | 0,5614 | 0,0441 | 0,4429 | 0,0066 | 0,0583
110| 0,6377 | 0,2842 | 0,4316 | 0,0202 | 0,1309 | 0,0554 | 0,0637 | 0,0026 | 0,0727 | 0,0027
120| 0,0420 | 0,2069 | 0,9219 | 0,0046 | 0,4316 | 0,2078 | 0,6215 | 0,0021 | 0,0793 | 0,0010
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Suplement: Wyniki analiz statystycznych

Tab. S13. Poroéwnanie czasu spgdzonego w potowie klatki blizej glo$nika przez szczury Wistar (a) i SHR (b) w
odpowiedzi na odtwarzanie USV 50-kHz vs USV 22-kHz; Wilcoxon, czas — nazwa 10-sekundowego interwatu
wykorzystanego w poréwnaniu.

Czas spedzony, USV 50-kHz vs tony 50-kHz, Wilcoxon
Wistar
czas | 0-P(1) 1-P 0-P(6) 6-P | 0-P(10) | 10-P (e?-_1P0) 6-10-P (1_06'30) 1'6F',10'
-60| 0,0781 | 0,0547 | 0,2188 | 0,2686 | 0,3359 | 0,2874 | 0,0856 | 0,9031 | 0,4801 | 0,3456
-50| 0,5781 | 0,0781 | 0,0469 | 0,6736 | 0,3750 | 0,0740 | 0,0256 | 0,3644 | 0,1159 | >0,9999
-40| 0,8125 | 0,0938 | 0,1484 |>0,9999 | >0,9999 | 0,1392 | 0,1964 | 0,3876 | 0,2025 | 0,9242
-30| 0,8125 | 0,0938 | 0,1250 | 0,8191 | 0,7422 | 0,5806 | 0,3348 | 0,5949 | 0,5045 | 0,7988
-20| 0,1719 | 0,2734 | 0,0508 | 0,6770 | 0,9219 | 0,3203 | 0,2040 | 0,3509 | 0,7031 | 0,8003
-10| 0,0938 | 0,2627 | 0,0938 | 0,5657 |>0,9999 | 0,3613 | 0,2503 | 0,2819 | 0,9577 | 0,8586
0| 0,0645 | 0,3303 | 0,9375 | 0,4385 | 0,6953 | 0,1046 | 0,7924 | 0,1189 | 0,2683 | 0,0586
10| 0,0703 | 0,0234 | >0,9999 | 0,5156 | 0,3750 | 0,1250 | 0,5566 | 0,1011 | 0,0730 | 0,0050
20| 0,1094 | 0,0391 | 0,4062 | 0,8125 | 0,5000 | 0,2500 | 0,9531 | 0,2070 | 0,2163 | 0,0085
30| 0,3750 | 0,0547 | 0,2188 | 0,6448 | 0,2500 | 0,4219 | 0,8457 | 0,4017 | 0,5977 | 0,0495
40| 0,7500 | 0,0469 | 0,0938 | 0,9658 | 0,9062 | 0,4531 | 0,1753 | 0,5099 | 0,3734 | 0,1107
50| 0,5000 | 0,0625 | 0,0938 | 0,3658 | 0,6406 | 0,6763 | 0,1096 | 0,6885 | 0,0890 | 0,5436
60| 0,0469 | 05859 | 0,4375 | 0,0711 | 0,4688 | 0,6719 | 0,2119 | 0,1963 | 0,0175 | 0,4578
70| 05625 | 0,7986 | 0,5625 | 0,4481 | 0,9844 | 0,8889 | 0,6692 | 0,4560 | 0,4355 | 0,6307
80| 0,8594 | 0,2891 | 0,5312 | 0,4602 |>0,9999 | 0,7573 | 0,5880 | 0,7812 | 0,7512 | 0,3615
90| 0,5781 |>0,9999 | 0,4375 | 0,4629 | 0,6719 | 0,0215 | 0,4238 | 0,4047 | 0,2985 | 0,4776
100| 0,3750 | 0,7637 | 0,8125 | 0,5386 | 0,8750 | 0,2324 | 0,7656 | 0,7461 | 0,4448 | 0,9322
110| 0,9062 | 0,7656 | 0,4375 | 0,7539 | 0,9453 | 0,2305 | 0,4537 | 0,7155 | 0,4608 | 0,9026
120 0,7578 | 0,1660 | 0,2969 | 0,5326 | 0,2852 | 0,1309 | 0,8156 | 0,7428 | 0,6937 | 0,4942
Czas spedzony, USV 50-kHz vs tony 50-kHz, Wilcoxon
SHR
czas | 0-P(1) 1-P 0-P(6) 6-P | 0-P(10) | 10-P (e?-_1P0) 6-10-P (1%'30) 1'6F',10'
-60| 0,8828 | 0,2734 | 0,5156 | 0,0195 | 0,8203 | 0,2510 | 0,7642 | 0,4138 | 0,9006 | 0,9712
-50| 0,9062 | 0,4043 | 0,6406 | 0,0625 | 0,9844 | 0,7778 | 0,6749 | 0,4030 | 0,7103 | 0,2603
-40| 05781 | 05762 | 0,2578 | 0,9092 | 0,3438 | 0,8489 | 0,1481 |>0,9999 | 0,4750 | 0,7486
-30| 0,3594 | 0,9297 | 0,1484 | 0,7986 | 0,5938 | 0,7520 | 0,1173 | 0,6551 | 0,4952 | 0,6278
-20| 0,1484 | 0,8125 | 0,1094 | 0,9563 | 0,5938 | 0,9219 | 0,1077 | 0,8923 | 0,8969 | 0,9550
-10| 0,1914 | 0,2500 | 0,0938 | 0,6763 | 0,3750 | 0,9063 | 0,0352 | 0,7909 | 0,5936 | 0,8101
0| 0,0859 | 0,9658 | 0,2500 | 0,5693 | 0,7500 | 0,4609 | 0,3389 | 0,8916 | 0,6073 | 0,9307
10| 0,5000 |>0,9999 | >0,9999 | 0,1250 | >0,9999 | 0,4609 | 0,9531 | 0,0093 | 0,5430 | 0,0275
20| 0,7500 |>0,9999 | >0,9999 | 0,1250 | >0,9999 | 0,1250 | 0,8125 | 0,0156 | 0,4033 | 0,0621
30| 0,7500 | 0,6875 | 0,7500 | 0,1250 |>0,9999 | 0,1289 | 0,7031 | 0,0166 | 0,6542 | 0,0793
40| 0,7344 | 0,3594 | 0,3750 | 0,6035 |>0,9999 | 0,1563 | 0,5625 | 0,1283 | 0,5695 | 0,4937
50| 0,2969 | 0,2500 | 0,1250 |>0,9999 | >0,9999 | 0,1602 | 0,0781 | 0,2798 | 0,0339 | 0,8469
60| 0,5664 | 0,9707 | 0,0312 |>0,9999 | 0,4375 | 0,1875 | 0,0156 | 0,4201 | 0,0262 | 0,5447
70| >0,9999 | 0,2363 | 0,0156 | 0,8489 | 0,7344 | 0,7656 | 0,1161 | 0,7292 | 0,2375 | 0,3068
80| >0,9999 | 0,3047 | 0,0039 | 0,7986 | 0,8438 | 0,5703 | 0,0861 | 0,4594 | 0,2179 | 0,2417
90| 0,7578 | 05654 | 0,0078 | 0,3677 | 0,4727 | 0,5703 | 0,0196 | 0,2546 | 0,0639 | 0,1660
100| 0,3359 | 0,3477 | 0,0312 | 0,5654 | 0,4531 | 0,6328 | 0,0424 | 0,8971 | 0,3753 | 0,5000
110 0,1602 | 0,6786 | 0,1094 | 0,3164 | 0,7266 | 0,6191 | 0,1579 | 0,7233 | 0,6774 | 0,5002
120| 0,0469 | 0,1992 | 0,0312 | 0,8757 | 0,5781 | 0,2773 | 0,0862 | 0,6028 | 0,8258 | 0,6487
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Suplement: Wyniki analiz statystycznych

Tab. S14. Poréwnanie liczby USV wyemitowanych przez szczury Wistar (a) i SHR (b) w odpowiedzi na
odtwarzanie USV 50-kHz vs USV 22-kHz; Wilcoxon. b.d. — brak danych, czas — nazwa 10-sekundowego interwatu
wykorzystanego w poréwnaniu.

USV wyemitowane, USV 50-kHz vs USV 22-kHz, Wilcoxon
Wistar
czas | 0-P(1) 1-P 0-P(6) 6-P | 0-P(10) | 10-P (e?-_1P0) 6-10-P (1_06'30) 1'6F',10'
-60| 0,7500 | 0,5000 | 0,1250 | 0,5391 |>0,9999 | >0,9999 | 0,0625 | 0,6025 | 0,0391 | 0,2934
-50| 0,7500 |>0,9999 | >0,9999 | 0,2188 b.d. 0,4688 | >0,9999 | 0,1471 | 0,5000 | 0,1634
-40| 0,8125 |>0,9999 | >0,9999 | 0,3984 | 0,5000 |>0,9999 | 0,6250 | 0,3457 | 0,4961 | 0,3503
-30| >0,9999 | 0,1088 | >0,9999 | 0,9326 |>0,9999 | 0,1088 | >0,9999 | 0,9863 | 0,7089 | 0,4948
-20| >0,9999 | 0,2733 | >0,9999 | 0,5930 |>0,9999 | 0,5002 | 0,8750 | 0,7500 | 0,4859 | 0,3782
-10| 0,1875 | 0,5000 | >0,9999 | 0,5294 |>0,9999 [ 0,5002 | 0,7500 | 0,2607 | 0,7282 | 0,1304
0| 0,0015 | 0,0597 | 0,0020 | 0,0052 | 0,0107 | 0,0065 |<0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
10| 0,0054 | 0,0164 | 0,0020 | 0,0008 | 0,1982 | 0,0050 | 0,0014 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
20| 0,0972 | 0,0207 | 0,0156 | 0,0018 | 0,3828 | 0,0050 | 0,0078 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
30| 0,4141 | 0,1141 | 0,0078 | 0,0015 | 0,1289 | 0,0121 | 0,0008 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
40| 0,0859 | 0,3863 | 0,0312 | 0,0106 | 0,5898 | 0,1055 | 0,0428 | 0,0009 | <0,0001 | 0,0009
50| 0,9297 | 1,0000 | 0,1250 | 0,0052 | 0,9453 | 0,0557 | 0,3494 | 0,0003 | 0,0011 | 0,0011
60| 0,4375 | 0,3505 | 0,0625 | 0,0048 | 0,8438 | 0,0787 | 0,2119 | 0,0017 | 0,0005 | 0,0012
70| 0,5352 | 0,5076 | 0,6250 | 0,0288 | 0,8672 | 0,2209 | 0,5531 | 0,0118 | 0,0055 | 0,0087
80| >0,9999 | 0,6726 | 0,1250 | 0,0150 | 0,6875 | 0,0935 | 0,1289 | 0,0010 | 0,0009 | 0,0035
90| 0,5000 | 0,7353 | 0,0938 | 0,0113 |>0,9999 | 0,2945 | 0,1523 | 0,0027 | 0,0056 | 0,0068
100| 0,9375 | 0,5286 | 0,5000 | 0,1261 | 0,6250 | 0,1361 | 0,6719 | 0,0133 | 0,0263 | 0,0147
110| 0,6250 | 0,5930 | 0,2500 | 0,2845 | 0,3125 | 0,0506 | 0,0723 | 0,0114 | 0,0080 | 0,0100
120 0,4375 | 0,0910 | 0,1250 | 0,4769 | 0,4141 | 0,4755 | 0,1211 | 0,2192 | 0,0100 | 0,0551
USV wyemitowane, USV 50-kHz vs USV 22-kHz, Wilcoxon
SHR
czas | 0-P(1) 1-P 0-P(6) 6-P | 0-P(10) | 10-P (eg-_1P0) 6-10-P (1%'30) 1'6F',10'
-60| 0,9844 | 0,4688 | >0,9999 | 0,1953 | 0,6875 |>0,9999 | >0,9999 | 0,2949 | >0,9999 | 0,6578
-50| 0,8438 |>0,9999 | 0,7500 | >0,9999 | 0,5000 | 0,3750 |>0,9999 | 0,6953 | 0,8584 | 0,7383
-40| 0,5000 |>0,9999 | >0,9999 | 0,4063 | 0,5000 | 0,6250 | 0,2500 |>0,9999 | 0,0859 | 0,9994
-30| 0,5000 | 0,1250 | 0,1250 | 0,7188 | 0,3750 | 0,8750 | 0,8281 | 0,6816 | 0,6748 | 0,1935
-20| 0,2500 | 0,9609 | 0,7500 | 0,6680 |>0,9999 [ 0,5313 | 0,7500 | 0,4128 | 0,6172 | 0,5526
-10| 0,5312 |>0,9999 | >0,9999 | 0,5547 |>0,9999 | >0,9999 | >0,9999 | 0,7983 | 0,5742 | 0,8473
0| 0,2969 | 0,0511 | 0,0625 | 0,0259 | 0,2422 | 0,0195 | 0,0195 | 0,0008 | 0,0082 | 0,0001
10| 0,172 | 0,0117 | 0,0312 | 0,0002 | 0,0156 | 0,0391 | 0,0002 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
20| 0,1562 | 0,0034 | 0,1250 | 0,0018 | 0,0156 | 0,0012 | 0,0010 | <0,0001 | 0,0010 | <0,0001
30| 0,0703 | 0,0056 | 0,0781 | 0,0004 | 0,0312 | 0,0313 | 0,0017 |<0,0001 | 0,0002 | <0,0001
40| 0,1562 | 0,0117 | 0,0312 | 0,0032 | 0,2500 | 0,0078 | 0,0068 |<0,0001 | 0,0016 | <0,0001
50| 0,1328 | 0,0195 | 0,6250 | 0,0077 | 0,0625 | 0,0391 | 0,0732 | 0,0005 | 0,0125 | <0,0001
60| 0,1250 | 0,0020 | 0,0938 | 0,0383 | 0,0391 | 0,1211 | 0,0044 | 0,0056 | 0,0007 | <0,0001
70| 0,1250 | 0,0010 | 0,1250 | 0,0994 | 0,2500 | 0,2500 | 0,0156 | 0,0301 | 0,0024 | 0,0002
80| 0,0156 | 0,0010 | 0,0625 | 0,1074 | 0,1875 | 0,0938 | 0,0098 | 0,0139 | <0,0001 | <0,0001
90| 0,3750 | 0,0176 | 0,5000 | 0,2227 | 0,5000 | 0,0313 | 0,1719 | 0,0105 | 0,0776 | 0,0003
100| 0,0625 | 0,0156 | 0,2500 | 0,0781 | 0,2500 |>0,9999 | 0,0312 | 0,1498 | 0,0010 | 0,0120
110| 0,6875 | 0,0156 | >0,9999 | 0,2104 | 0,7500 |>0,9999 | 0,3750 | 0,1687 | 0,1914 | 0,0097
120| 0,3125 | 0,1406 | >0,9999 | 0,8828 | 0,7500 |>0,9999 | 0,6250 | 0,6504 | 0,2305 | 0,1670
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Suplement: Wyniki analiz statystycznych

Tab. S15. Wiasciwosci USV 50-kHz (,,50”: liczba; dlugos¢; mpf — czgstotliwosé) oraz krotkich USV 22-kHz
(,,k22”: liczba; dlugos¢; mpf — czestotliwosé; %USV — odsetek w liczbie wszystkich USV) podczas calej sesji
odtwarzania sygnatéw ultradzwickowych (@), pierwszych 10 min ciszy (b), odpowiedzi na odtwarzanie USV 50-
kHz (c) oraz USV 22-kHz (d). Poréwnanie szczuréw warunkowanych z odpowiadajacg im kontrolg. cd —
analizowany przedzial czasu obejmowal czas odtwarzania (10 s, interwat ,0 s”) oraz 110 s nastgpujace
bezposrednio po nim (tacznie 120 s).

Szczury warunkowane vs niewarunkowane, Mann-Whitney

Cata sesja
Wistar SHR
Wg;‘gf‘vc;c 1-p 6-P | 10-P | 6-10-P 1'6|;10' 1-p 6P | 10-P | 6-10-P 1'6;,10'
50:liczba 0,7553 | 0,2860 | 0,3891 | 0,7978 | 0,6532 | 0,9484 | 0,1407 | 0,0594 | 0,0333 | 0,0146
50:dfugos¢ | 0,2120 | 0,4214 | 0,9350 | 0,4413 | 0,1294 | 0,9742 | 0,8759 | 0,2915 | 0,4855 | 0,4101
50:mpf 0,8172 | 0,8245 | 0,1963 | 0,5664 | 0,6569 | 0,4823 | 0,5638 | 0,3829 | 0,1454 | 0,2863
k22:liczba | 0,8079 | 0,3031 | 0,3891 | 0,1157 | 0,2801 | 0,4159 | 0,7845 | 0,3264 | 0,2765 | 0,4834
k22:dhugosé¢ | 0,6106 | 0,8741 | 0,1114 | 0,4365 | 0,7537 | 0,0420 | 0,3568 | 0,3873 | 0,0316 | 0,2524
k22:mpf 0,7113 | 0,8326 | 0,0264 | 0,0596 | 0,0745 | 0,1638 | 0,7722 | 0,3742 | 0,2430 | 0,3778
k22:%USV | 0,6857 | 0,7486 | 0,2915 | 0,5599 | 0,9628 | 0,8549 | 0,3345 | 0,7982 | 0,3552 | 0,4459
Szczury warunkowane vs niewarunkowane, Mann-Whitney
Pierwsze 10 min ciszy
Wistar SHR
badana 14 p | gp | 10p |610p | Y80 1p | 6P | 10 | 610p | FEIO
wiasciwo$é P P
50:liczba 0,4960 | 0,9550 | 0,1910 | 0,3286 | 0,2172 | 0,3004 | 0,4091 | 0,8421 | 0,4415 | 0,259
50:dtugos¢ | 0,4964 | 0,5345 | 0,8382 | 0,8122 | 0,4716 | 0,2127 | 0,0328 | 0,2096 | 0,0116 | 0,0031
50:mpf 0,1890 | >0,9999 | 0,4284 | 0,4167 | 0,1263 | 0,6483 | 0,5251 | 0,1557 | 0,6826 | 0,4147
k22:liczba | 0,1908 | 0,4619 | 0,4859 | 0,2593 | 0,1476 | 0,1998 | 0,6290 | 0,7366 | 0,8997 | 0,4662
k22:dhugosé | 0,9508 | 0,0661 | 0,0779 | 0,9346 | 0,9540 | 0,0161 | 0,1395 | 0,5332 | 0,1492 | 0,0096
k22:mpf 0,4171 | 0,0763 | 0,0357 | 0,0079 | 0,0168 | 0,3918 | 0,9683 | 0,3674 | 0,4811 | 0,9486
Szczury warunkowane vs niewarunkowane, Mann-Whitney
Odpowiedz na USV 50-kHz
Wistar SHR
badana | p 6P | 10 | 610-p | YO0 1p 6P | 10-p | 6-10-p | 1O10
whasciwosé P P
50:liczba 0,6184 | 0,0805 | 0,6724 | 0,2673 | 0,2361 | 0,9921 | 0,1625 | 0,0129 | 0,0077 | 0,0156
50:dtugos¢ | 0,0989 | 0,0413 | 0,8266 | 0,3480 | 0,0816 | 0,0945 | 0,4642 | 0,0865 | 0,0734 | 0,4344
50:mpf 0,5765 | 0,3828 | 0,0838 | 0,5808 | 0,9104 | 0,7211 | 0,3955 | 0,8262 | 0,4289 | 0,3664
k22:liczba | 0,2123 | 0,8699 | 0,3885 | 0,4833 | 0,1677 | 0,5613 | 0,5089 | 0,1639 | 0,5552 | 0,8738
k22:dhugos¢ | 0,9427 | 0,2398 | 0,8665 | 0,2980 | 0,3109 | 0,1101 | 0,4606 | 0,3727 | 0,8413 | 0,6260
k22:mpf 0,1996 | 0,7972 | 0,8023 | 0,9566 | 0,4087 | >0,9999 | 0,8404 | 0,7227 | 0,6520 | 0,7511
k22:%USV | 0,6184 | 0,0805 | 0,6724 | 0,2673 | 0,2361 | 0,9921 | 0,1625 | 0,0129 | 0,0077 | 0,0156
Szczury warunkowane vs niewarunkowane, Mann-Whitney
Odpowiedz na USV 22-kHz
Wistar SHR
badana | 4p | ep | 10p | 610p | YEI | 1p | 6 | 10 |60 | 1EI
wlasciwosé P P
50:liczba 0,7851 | 0,0358 | 0,4658 | 0,3292 | 0,3416 | 0,3049 | 0,0017 | 0,3318 | 0,0092 | 0,0376
50:dtugoé¢ | 0,0480 | 0,2436 | 0,6991 | 0,6372 | 0,0904 | 0,6305 | 0,0227 | 0,8873 | 0,0638 | 0,1986
50:mpf 0,2020 | 0,2308 | 0,1320 | 0,4747 | 0,7123 | 0,8534 | 0,0083 | 0,3572 | 0,5664 | 0,7567
k22:liczba | 0,4255 | 0,9692 | 0,1245 | 0,3494 | 0,8076 | 0,5034 | 0,6852 | 0,3813 | 0,5283 | 0,4244
k22:dtugosé | 0,4444 | 0,7302 b.d. 0,9720 | 0,8169 | 0,5333 | 0,5333 | 0,4286 | 0,6537 | 0,7943
k22:mpf 0,3968 | >0,9999 | b.d. 0,6308 | 0,2061 | >0,9999 | 0,8000 | 0,6429 | 0,4278 | 0,5887
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Tab. S16. Wiasciwosci USV 50-kHz (,,50”: liczba; dlugos¢; mpf — czgstotliwosé) oraz krotkich USV 22-kHz
(,,k22”: liczba; dlugos¢; mpf — czestotliwosé; %USV — odsetek w liczbie wszystkich USV) podczas calej sesji
odtwarzania sygnatéw ultradzwickowych (@), pierwszych 10 min ciszy (b), odpowiedzi na odtwarzanie USV 50-
kHz (c) oraz USV 22-kHz (d). Poréwnanie Wistar vs SHR. cd — analizowany przedziat czasu obejmowat czas
odtwarzania (10 s, interwat ,,0 s”) oraz 110 s nastgpujace bezposrednio po nim (tacznie 120 s).

Szczury Wistar vs SHR, Mann-Whitney

Cata sesja
badana 0-P 0-P 1-6-10-
wlagciwodé 0-P(1) 1-P 0-P(6) 6-P 0-P(10) | 10-P (6-10) 6-10-P (1-6-10) P
50:liczba 0,5792 | <0,0001 | 0,7712 | 0,0037 | 0,6813 | <0,0001 | 0,6198 | <0,0001 | 0,4606 | <0,0001
50:dlugos¢ | 0,2066 | <0,0001 | >0,9999 | <0,0001 | 0,5322 | <0,0001 | 0,6701 | <0,0001 | 0,2604 | <0,0001
50:mpf 0,3607 | 0,0002 | 0,0101 |<0,0001 | 0,0769 | <0,0001 | 0,0012 | <0,0001 | 0,0021 | <0,0001
k22:liczha | <0,0001 | 0,3303 | 0,0488 | 0,0053 | 0,0004 | 0,0113 | 0,0001 | 0,0002 | <0,0001 | <0,0001
k22:dhugos¢ | 0,0156 | 0,6455 | 0,1903 | 0,4012 | 0,6658 | 0,7329 | 0,3054 | 0,7199 | 0,0167 | 0,7623
k22:mpf 0,9279 | 0,2001 | 0,7962 | 0,9004 | 0,2816 | 0,7112 | 0,5133 | 0,8762 | 0,6825 | 0,9478
k22:9%USV | 0,0006 | 0,0014 | 0,0868 | <0,0001 | 0,0064 | <0,0001 | 0,0016 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
Szczury Wistar vs SHR, Mann-Whitney
Pierwsze 10 min ciszy
badana 0-P 0-P 1-6-10-
whasciwosd 0-P(1) 1-P 0-P(6) 6-P 0-P(10) | 10-P (6-10) 6-10-P (1-6-10) P
50:liczba 0,0490 |>0,9999 | 0,0529 | 0,2879 | 0,0312 | 0,3058 | 0,0048 | 0,1163 | 0,0004 | 0,1770
50:dtugos¢ | 0,6829 | 0,0474 | 0,4337 | 0,0066 | 0,7713 | 0,0208 | 0,7418 | 0,0003 | 0,6428 | <0,0001
50:mpf 0,5658 | 0,2455 | 0,1823 | 0,0003 | 0,6277 | 0,0046 | 0,2382 | <0,0001 | 0,4981 | <0,0001
k22:liczba | 0,0020 | 0,0062 | 0,0736 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
k22:dtugosé | 0,0065 | 0,7966 | 0,0079 | 0,6189 | 0,9705 | 0,6748 | 0,0996 | 0,9646 | 0,0028 | 0,9131
k22:mpf 0,4779 | 0,1448 | 0,1672 | 0,4979 | 0,0068 | 0,9278 | 0,0029 | 0,8085 | 0,0064 | 0,3272
Szczury Wistar vs SHR, Mann-Whitney
Odpowiedz na USV 50-kHz
badana 0-P 0-P 1-6-10-
whaseiwose | 0P 1-P 0-P(6) 6-P | 0-P(10) | 10-P (6-10) 6-10-P (1-6-10) B
50:liczba 0,4491 | 0,6758 | 0,0685 | 0,0561 | 0,6583 | 0,0004 | 0,1397 | 0,0003 | 0,0968 | 0,0007
50:dtugos¢ | 0,1285 | 0,1425 | 0,8601 | 0,1487 | 0,0409 | 0,8572 | 0,1509 | 0,1889 | 0,8769 | 0,0802
50:mpf 0,4779 | 0,1627 | 0,0114 | 0,0060 | 0,1111 | <0,0001 | 0,0033 | <0,0001 | 0,0078 | <0,0001
k22:liczba | 0,1090 | 0,5962 | 0,8118 | 0,3386 | 0,0261 | 0,8608 | 0,0874 | 0,4098 | 0,0200 | 0,3169
k22:dlugosé¢ | 0,9792 | 0,1419 | 0,5556 | 0,1736 | >0,9999 | 0,7430 | 0,4690 | 0,2629 | 0,6595 | 0,8181
k22:mpf 0,5541 | 0,4908 | 0,9048 | 0,9117 | >0,9999 | 0,9065 | 0,7108 | 0,8985 | 0,6595 | 0,7785
k22:9%USV | 0,4491 | 0,6758 | 0,0685 | 0,0561 | 0,6583 | 0,0004 | 0,1397 | 0,0003 | 0,0968 | 0,0007
Szczury Wistar vs SHR, Mann-Whitney
Odpowiedz na USV 22-kHz
badana 0-P 0-P 1-6-10-
wlagciwose 0-P(1) 1-P 0-P(6) 6-P 0-P(10) | 10-P (6-10) 6-10-P (1-6-10) p
50:liczba 0,0246 | 0,2325 | 0,8905 | 0,0092 | 0,2745 | 0,0016 | 0,3887 | <0,0001 | 0,0353 | <0,0001
50:dfugos¢ | 0,1645 | 0,3148 | 0,8000 | 0,0889 | >0,9999 | 0,8500 | 0,8242 | 0,2562 | 0,2423 | 0,7640
50:mpf 0,0280 | 0,4747 | 0,4000 | 0,0006 | 0,9497 | 0,0062 | 0,6574 | <0,0001 | 0,1099 | <0,0001
k22:liczba | 0,1522 | 0,9196 | 0,5804 | 0,2614 | 0,4862 | 0,7516 | 0,9917 | 0,5767 | 0,3442 | 0,5890
k22:dhugosé | 0,3810 | 0,7302 | >0,9999 | 0,5556 b.d. 0,2571 | 0,4857 | 0,1280 | 0,2721 | 0,1222
k22:mpf 0,8095 | 0,3651 | 0,8000 | 0,7857 b.d. 0,3857 | 0,4857 | 0,4349 | 0,4725 | 0,2798
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8.3. Odtwarzanie sygnalow z glosnika szczurom przyjmujacym haloperidol

Tab. S17. Emisja USV podczas sesji odtwarzania sygnatow ultradzwigkowych przez SHR przyjmujace
chronicznie haloperidol w dawce 0, 1 lub 2 mg/kg/d oraz po polaczeniu wynikéw dla dawek 1 i 2; Mann-Whitney
(Ryc. 19). a. testy statystyczne wykonane na wszystkich warto$ciach; b. testy statystyczne wykonane po
odrzuceniu wartosci odstajacych. Warto$¢ testu podana w nawiasie — powtdrzenie wartosci testu z tabeli ,,a” (w
tym poréwnaniu nie istnieja wartosci odstajace).

a Wszystkie wartosci Mann-Whitney
Ovs1l Ovs?2 lvs2 Ovs1+2
czesto$¢ wokalizowania (A) 0,1592 0,1638 0,7878 0,0985
okres poczatkowy (B) 0,5599 0,7015 0,9774 0,5674
po USV 50-kHz (C) 0,0491 0,1548 0,8314 0,0472
po USV 22-kHz (D) 0,5959 0,7429 0,7207 0,6105
. . Mann-Whitney
b Bez wartosci odstajacych 0vs 1 0vs 2 1vs?2 0vs 192
czestos¢ wokalizowania (A) 0,0590 0,0613 0,0277
okres poczatkowy (B)
po USV 50-kHz (C) 0,0174 0,0872 0,0246
po USV 22-kHz (D) 0,1811 0,4931 0,4521 0,2344

145




Suplement: Wyniki analiz statystycznych

Tab. S18. Zachowanie podczas sesji playbackowej szczurow SHR przyjmujacych chronicznie haloperidol w
dawce 0, 1 lub 2 mg/kg/d oraz po potgczeniu wynikéw dla dawek 1 i 2; Mann-Whitney (Ryc. 20); poréwnanie
warto$ci w poszczegolnych punktach przebiegow. a. dystans przebyty; b. czas spedzony w potowie klatki blizszej
glosnikowi; c. liczba wyemitowanych USV wszystkich kategorii; d. liczba wyemitowanych USV 50-kHz, czas —
nazwa 10-sekundowego interwatu wykorzystanego w poré6wnaniu.

czas Liczba USV, Mann-Whitney (EF)
Ovs1l Ovs2 lvs2 Ovs1+2

-60 | 0,5768 0,9774 0,4865 0,7251
-50 | 0,8328 0,7553 0,7859 0,9590
-40 | 0,7399 0,4428 0,1179 0,7973
-30 | 0,8801 0,0332 0,1507 0,1723
-20 | 0,8801 0,1978 0,5254 0,3809
-10 | 0,9759 0,0387 0,0512 0,2343
0| 0,6075 0,5899 0,9279 0,5257
10 | 0,3164 0,8874 0,3164 0,6436
20 | 0,8328 0,7125 0,6075 0,9318
30 | 0,9279 0,7987 0,8801 0,8239
40 | 0,2351 0,1600 0,7399 0,1232
50 | 0,6505 0,6297 0,9279 0,5716
60 | 0,1179 0,0519 0,8328 0,0373
70 | 0,2604 0,0887 0,6075 0,0922
80 | 0,4865 0,4428 0,4134 0,3809
90 | 0,2351 0,4428 0,8328 0,2483
100 | 0,6505 0,1432 0,4865 0,2483
110 | 0,7859 0,2189 0,2351 0,3623
120 | 0,8801 0,1978 0,2875 0,3809

czas Liczba USV, Mann-Whitney (EF)

Ovsl Ovs2 lvs2 0vs 1+2

-60 | 0,5393 0,7240 0,8164 0,5607
-50 | 0,0641 0,1264 0,8954 0,0523
-40 | 0,3570 0,7663 0,5494 0,4560
-30 | 0,5315 0,9281 0,5145 0,5989
-20 | >0,9999 | 0,3566 0,3877 0,5572
-10 | 0,8985 0,9394 0,8350 0,9775
0| 01491 0,1491 0,9143 0,0887
10 | 0,0506 0,2859 0,4812 0,0783
20 | 0,1062 0,1068 0,7198 0,0583
30 | 0,0183 0,1839 0,5588 0,0324
40 | 0,1060 0,2052 0,9414 0,0933
50 | 0,1256 0,0668 0,5526 0,0534
60 | 0,0703 0,4349 0,5486 0,1296
70 | 0,0059 0,2811 0,3289 0,0258
80 | 0,3423 0,5362 0,8502 0,3600
90 | 0,9327 0,7716 0,6814 0,9061
100 | 0,1711 0,5335 0,5847 0,2492
110 | 0,0820 0,4539 0,2608 0,1507
120 | 0,0226 0,1870 0,6815 0,0398

b

Czas

Liczba USV 50-kHz, Mann-Whitney (GH)

Ovs1l Ovs?2 1vs?2 Ovs 1+2
-60 | 0,7649 0,2710 0,5473 0,4034
-50 | 0,1714 0,1178 0,6771 0,0840
-40 | 0,0799 0,3462 0,7938 0,1196
-30 | 0,1064 0,8266 0,6999 0,2971
-20 | 0,6261 0,6511 0,6002 | >0,9999
-10 | 0,4108 0,9291 0,4787 0,6873
0| 0,8203 0,3235 0,4040 0,4644
10 | 0,6906 0,0881 0,2483 0,2038
20 | 0,6430 0,2365 0,1241 0,6423
30 | 0,8499 0,4758 0,5561 0,5587
40 | 0,6299 0,6889 | >0,9999 | 0,6023
50 | 0,7456 0,2996 0,4684 0,4180
60 | 0,6582 0,2147 0,3976 0,3135
70 | 0,8777 0,9400 0,9656 0,9641
80 | >0,9999 | 0,9204 0,7680 0,9516
90 | 0,3999 0,7601 0,2831 0,7727
100 | 0,2094 0,7473 0,0997 0,6191
110 | 0,0167 0,8972 0,1485 0,1588
120 | 0,0727 0,8141 0,1080 0,4049
czas Liczba USV 50-kHz, Mann-Whitney (GH)
Ovsl Ovs2 1vs?2 0vs1+2
-60 | 0,3300 0,3792 0,9746 0,2562
-50 | 0,2374 0,2692 0,8972 0,1861
-40 | 0,6425 | >0,9999 | 0,6330 0,7798
-30 | 0,5433 0,7950 0,7663 0,5556
-20 | 0,8382 | >0,9999 | 0,7663 0,9211
-10 | 0,7351 0,8562 0,7123 0,9826
0| 0,491 0,1491 | >0,9999 | 0,0887
10 | 0,0372 0,2277 0,3627 0,0538
20 | 0,1278 0,1069 0,6772 0,0658
30 | 0,0115 0,1123 0,5191 0,0172
40 | 0,0327 0,0729 0,8281 0,0247
50 | 0,0662 0,0377 0,6113 0,0259
60 | 0,1113 0,4162 0,6416 0,1621
70 | 0,0021 0,1101 0,1544 0,0076
80 | 0,2573 0,1101 0,7290 0,2935
90 | 0,8122 0,8372 | >0,9999 | 0,7872
100 | 0,1050 0,3039 0,5298 0,1233
110 | 0,0804 0,5288 0,2773 0,1741
120 | 0,0346 0,1895 0,7179 0,0465
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Tab. S19. Zachowanie podczas sesji playbackowej szczurow SHR przyjmujacych chronicznie haloperidol w
dawce 0, 1 lub 2 mg/kg/d oraz po potaczeniu wynikow dla dawek 1 i 2 (Ryc. 20); poréwnanie przebiegow,
Friedman. a. dystans przebyty (lewa strona tabeli) i czas spedzony w potowie klatki blizszej glo$nikowi (prawa
strona tabeli); b. liczba wyemitowanych USV wszystkich kategorii (lewa strona tabeli) i liczba wyemitowanych
USV 50-kHz (prawa strona tabeli).

a Dystans przebyty, Friedman (A) Czas spedzony, Friedman (B)
HALO 0 1 2 1+2 0 1 2 1+2
-120do 180 | 0,3915 0,5478 0,6214 0,3658 0,0013 0,0468 0,1434 0,0207
-60 do 60 0,1724 0,4710 0,0568 0,1727 0,0047 0,0004 0,0998 0,0000
-10 do 10 0,0388 0,1632 0,0053 0,0259 0,0028 0,0040 0,3368 0,0046
0do 30 0,0576 0,2407 0,0937 0,0492 0,0381 0,0026 0,4656 0,0041
-120do -100 | 0,3385 | >0,9999 | 0,5580 0,7376 0,7026 0,3557 0,1717 0,6065
-30 do -10 0,4724 0,2192 0,3679 0,5682 0,7613 0,1919 0,2801 0,0700
b Liczba wszystkich USV, Friedman (C) Liczba USV 50-kHz, Friedman (D)
HALO 0 1 2 142 0 1 2 1+2
-120do 180 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0000 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
-60 do 60 0,0006 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0,0014 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
-10 do 10 0,0119 0,0011 0,0056 | <0,0001 | 0,0246 0,0009 0,0043 | <0,0001
0do 30 0,0056 0,0012 0,0002 | <0,0001 | 0,0091 0,0012 0,0002 | <0,0001
-120do-100 | 0,1146 0,0646 0,7640 0,4700 0,3679 0,1615 0,6188 0,3114
-30 do -10 0,8574 0,7275 0,6303 0,8643 0,7047 0,6873 0,5488 0,6205

Tab. S20. Analiza zachowania szczurow SHR przyjmujacych chronicznie haloperidol w dawce 0, 1 lub 2 mg/kg/d
oraz po potaczeniu wynikow dla dawek 11 2: przed (tj. $redniej dla interwatu od ,,-30 s” do ,,-10 s”) vs podczas
odtwarzania USV (interwat ,,0 s”) vs po odtwarzaniu (tj. sredniej dla interwatow od ,,10 s” do ,,30 s”); Wilcoxon.

a

Dystans przebyty, Wilcoxon (A) Czas spedzony, Wilcoxon (B)
HALO 0 1 2 1+2 0 1 2 1+2
przed 01831 | 05195 | 00083 | 00126 | 00674 | 00244 | >0,9999 | 0,1042
vs podczas
sgzsg 00283 | 0,7002 | 03652 | 0,7564 | 00332 | 0,0137 | 04961 | 0,0136
psgi)z:s 00112 | 00420 | 00923 | 00101 | 00742 | 00469 | 01602 | 0,0062
Liczba wszystkich USV, Wilcoxon (C) Liczba USV 50-kHz, Wilcoxon (D)
HALO 0 1 2 1+2 0 1 2 1+2
przed 00703 | 0,8398 | 08008 | 0,7874 | 01406 | 0,8945 | 09844 | 0,9909
vs podczas
sgzsg 0,029 | 00010 | 00078 | <0,0001 | 0,0029 | 0,0010 | 0,0049 | <0,0001
p?/g(;z:s 0,0010 | 0,0005 | 0,0020 | <0,0001 | 0,0010 | 0,0005 | 0,0020 | <0,0001
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Tab. S21. Analiza czasu spedzonego w potowie klatki blizszej glosnikowi w poréwnaniu z poziomem
prawdopodobienstwa 50%: podczas odtwarzania USV (interwat ,,0 s”) oraz bezposrednio po (tj. dla $redniej z
interwatow od ,,10 s” do ,,30 s” oraz ,,10 s” do ,,60 s)., a takze w przed playbackiem (tj. Sredniej z interwalow
kontrolnych od ,,-120 s” do ,,-100 s oraz ,,-30 s” do ,,-10 s”), Wilcoxon.

Czas spedzony vs 50%, Wilcoxon (B)
interwat HALOO HALO1 HALO2 HALO1+2
0 (playback) 0,0098 0,0859 0,3193 0,0457
10 do 30 0,0010 0,0059 0,1016 0,0013
10 do 60 0,0093 0,0186 0,0908 0,0035
-120 do -100 0,9092 0,5566 0,1602 0,1525
-30 do -10 0,4502 0,9102 0,5654 0,5881

Tab. S22. Zachowanie w tescie otwartego pola (OF) szczuréw SHR przyjmujacych chronicznie haloperidol w
dawce 0, 1 lub 2 mg/kg/d oraz po potaczeniu wynikow dla dawek 112 (Ryc. 21). a. poréwnania testem Manna-
Whitneya; b. poréwnania testem Wilcoxona dla czasu spedzonego w strefach OF.

. réznice miedzy grupami, Mann-Whitney

a badana zmienna Ovsl Ovs2 lvs?2 Ovs1+2
dystans (A) 0,0029 0,0022 0,6597 0,0004
czas spedzony w strefach, §rodek (B) 0,7987 0,7553 0,7553 0,7283
czas spedzony w strefach, przy $cianie (B) 0,8428 >0,9999 0,7553 0,9079
liczba stojek (C) 0,0234 0,0035 0,5034 0,0025
czas trwania stojki (D) 0,7271 0,4379 0,6186 0,5089
latencja mikcji (E) 0,0164 0,6485 0,5035 0,0456

. $rodek vs przy $cianie, Wilcoxon

b badana zmienna 0 1 > 12

czas spedzony w strefach OF (B) 0,1763 0,1763 0,1099 0,0315
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