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АКТУАЛЬНОСТЬ ПРОБЛЕМЫ. Среди всех беспозвоночных животных спонтанная ритмическая осцилляторная активность мозга обнаружена только у наземных легочных моллюсков (улиток и слизней). Низкочастотные (~1 Гц) спонтанные осцилляции были описаны в процеребруме (ответственная за обоняние структура мозга) слизня Limax maximus (Gelperin and Tank, 1990; Kleinfeld et al, 1994), а также в процеребруме улитки Helix lucorum (Никитин и Балабан, 1999; Nikitin and Balaban, 2000).
В составе процеребрума насчитывают до 80 000 нейронов, в то время как во всех остальных ганглиях нервной системы улитки содержится всего около 20 000 нейронов. Поведение моллюсков довольно стереотипно и ограничено относительно простыми формами. Это позволяет исследовать организацию разных типов поведения на клеточном уровне, например, проследить связь активности нейронов процеребрума моллюска с идентифицированными нейронами, вовлеченными в реализацию конкурентных форм поведения (пищевого и оборонительного). Так, известно, что сокращением щупальца улитки в ответ на запах (оборонительное поведение) управляет группа мелких мотонейронов и крупный идентифицируемый метацеребральный мотонейрон щупальца (МтЦ3). Вклад этого мотонейрона в центральный компонент рефлекса втягивания щупальца составляет ~85% (Захаров и др., 1982; Prescott et al., 1997). Самый крупный нейрон церебральных ганглиев ― первый метацеребральный нейрон (МтЦ1) ― осуществляет модуляцию пищевого поведения у таких моллюсков как Helix (Chase and Tolloczko, 1992) и Lymnaea (Elliott and Susswein, 2002).
Считается, что осцилляции в процеребруме моллюсков играют важную роль в распознавании, запоминании и кодировании информации о запахе (Teyke and Gelperin, 1999), однако на сегодняшний день механизм участия осцилляций в этих процессах остается неизвестным. Кроме того, ни на одном объекте не изучены конкретные нейронные механизмы, регулирующие осцилляции в обонятельных структурах. Неизвестна также роль осцилляций в запуске моторной программы поведения животного. На данный момент осцилляторная активность процеребрума наземных улиток при восприятии запахов является единственным известным физиологическим феноменом, связывающим восприятие запахов с формированием поведения и является ключом к пониманию клеточных основ поведения у наземных моллюсков и выяснению нейронного кодирования обонятельной модальности у животных.

ЦЕЛИ И ЗАДАЧИ ИССЛЕДОВАНИЯ. Основной целью данной работы являлось изучение возможной роли процеребрума наземных улиток в реализации двух альтернативных форм поведения (пищевого или оборонительного поведения) в ответ на один и тот же запах (цинеол) у обученных условно-рефлекторной пищевой или оборонительной реакции и у необученных (наивных) животных.
В соответствии с поставленной целью исследования были определены следующие задачи:

1. Зарегистрировать и проанализировать осцилляторную активность процеребрума виноградных улиток in vivo и in vitro в условиях адекватной обонятельной стимуляции у необученных улиток и обученных условно-рефлекторной пищевой или аверсивной реакции на запах цинеола.

2. Зарегистрировать и сопоставить спонтанную осцилляторную активность процеребрума с активностью нейронов, вовлеченных в реализацию разных форм поведения виноградных улиток.
3. Изучить взаимоотношения между вызванной предъявлением запаха суммарной активностью клеток процеребрума и активностью мотонейрона щупальца МтЦ3 (третьего метацеребрального нейрона), принимающего участие в реализации оборонительного поведения.
ПОЛОЖЕНИЯ, ВЫНОСИМЫЕ НА ЗАЩИТУ.

1. Динамика изменения частоты и амплитуды спонтанных осцилляций в процеребруме в ответ на запах различается у обученных (пищевой или оборонительной реакции) и у необученных улиток, что отражает участие процеребрума в обучении и выборе поведения в ответ на запах.

2. Спонтанные изменения обонятельного ритма в процеребруме улитки коррелируют по времени с изменением активности идентифицированных нейронов в сетях управления конкурентными формами поведения (пищевым и оборонительным).

3. Активация клеток процеребрума вызывает торможение спонтанной спайковой активности мотонейрона щупальца МтЦ3, принимающего участие в реализации оборонительного поведения. Обратного влияния со стороны мотонейрона щупальца на клетки процеребрума не обнаружено. Тормозное влияние со стороны процеребрума может уменьшать длительность оборонительной реакции животного в ответ на запах, которая определяется уровнем активности мотонейрона щупальца.
НАУЧНАЯ НОВИЗНА. Впервые разработана методика экстраклеточного отведения активности процеребрума in vivo и проведена регистрация суммарной спонтанной и вызванной электрической активности процеребрума in vivo у наземного моллюска Helix lucorum L. Проведен анализ вызванной осцилляторной активности процеребрума in vivo и in vitro в ответ на предъявление запаха цинеола у необученных (наивных) и обученных (условно-рефлекторной пищевой или оборонительной реакции) улиток. Впервые показана спонтанная синергичная активность процеребрума и нейронов ЦНС, вовлеченных в реализацию двух конкурентных форм поведения улитки. Впервые обнаружено тормозное влияние нейронов процеребрума на активность мотонейрона щупальца МтЦ3 (третьего метацеребрального нейрона), принимающего участие в реализации оборонительного поведения. Описана роль процеребрума как центрального звена восприятия запахов при реализации двух конкурентных форм поведения виноградной улитки.
НАУЧНО-ПРАКТИЧЕСКАЯ ЦЕННОСТЬ РАБОТЫ. Анализ изменения осцилляторной активности в обонятельном мозге улитки в ответ на запах расширяет представления современной физиологии о роли сенсорной структуры в организации поведения. Описание влияния активности процеребрума на активность мотонейрона щупальца, принимающего участие в реализации оборонительного поведения, дополняет существующие представления о механизме выбора поведения животным. 
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ОБЪЕКТ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ.
Электрофизиологическая регистрация от процеребрума и нейронов ЦНС in vitro.

Работа выполнена на взрослых особях Helix lucorum L. крымской популяции. Для анестезии животных использовали изотонический раствор MgCl2. Из животного извлекали ЦНС с интактными обонятельными нервами и несущими обонятельный эпителий задними щупальцами (полуинтактный препарат). Препарат помещали в экспериментальную ванночку с раствором Рингера для холоднокровных (Rhines et al., 1993). Для обеспечения подачи запаха на обонятельный эпителий кожу щупальца вокруг сенсорного эпителия почти полностью удаляли. Щупальце прикалывали за мышцу ретрактора к подложке из силгарда, находившейся над уровнем физиологического раствора (Egan and Gelperin, 1981). Оболочки с процеребрума удаляли полностью или частично. Оболочки с нейронов других ганглиев ЦНС удаляли полностью. Для удаления наружных грубых оболочек с ЦНС препарат обрабатывали 7 минут протеазой (тип ХIV, Sigma, USA). Во время обработки ферментом обонятельный эпителий находился выше уровня физиологического раствора и не подвергался протеолитическому действию.
Электрофизиологическая регистрация.

В работе применяли синхронное экстраклеточное отведение суммарных потенциалов от процеребрума и церебро-буккальной коннективы и внутриклеточное отведение мембранного потенциала нейронов ЦНС улитки. Для электрофизиологического отведения активности в процеребруме использовали заполненный физиологическим раствором тонкий (внутренний диаметр 0,3 - 0,5 мм) стеклянный присасывающий электрод. Сигнал усиливался в 10 000 раз на усилителе (НБ-лаб, Россия) для регистрации экстраклеточной активности с предварительно установленной полосой пропускания 0,1-50 Гц. Экстраклеточную стимуляцию процеребрума проводили с помощью стимулятора ЭСЛ-2. Электрофизиологическое отведение суммарной активности церебро-буккальной коннективы проводили через вазелиновый мостик. Регистрирующий и индифферентный электроды, две серебряные хлорированные проволоки, находились по разные стороны от вазелинового мостика. Внутриклеточное отведение проводили по стандартной методике стеклянными микроэлектродами, заполненными раствором, содержащим 1.5М KCl и 1М KСH2CООН. Сопротивление кончика электрода составляло 10-50 МОм.
Предъявление запаха.

Предъявление запаха осуществляли с помощью ольфактометра (Kauer and Moulton, 1974), который позволяет дозировать концентрацию запаха в пределах 1-100% от максимальной. Потоки измеряли двумя флоуметрами (GF-1100, Gilmont Instruments, USA). Запах цинеола (жидкость) наносили до полного увлажнения на фильтровальную бумагу, которую помещали в сменную камеру. Перед подачей на препарат поток запаха и чистого воздуха смешивали в смесителе для достижения нужной концентрации запаха. Из смесителя запах поступал в подающую пипетку, из которой с помощью вакуумного насоса откачивали содержимое со скоростью, бóльшей чем скорость поступления смеси с запахом. Запах предъявляли путем прекращения активного отсоса запаха из кончика подающей пипетки, Длительность подачи запаха – 3 с. В качестве одоранта использовали цинеол – мономолекулярный запах. Цинеол предъявляли только в возрастающих концентрациях (1, 2, 5, 10, 20%). Время между предъявлениями запаха около 15 мин. Электрофизиологические записи осцилляторной активности процеребрума обрабатывали с помощью программ Spike2 5.0 (SED, UK), Origin 6.0 (OriginLab, USA). 
Эксперименты с поведением и обучением улиток на запах.

В работе использовали протокол выработки условного рефлекса в специальной экспериментальной установке (Balaban et al., 1987). При выработке условнорефлекторной аверсивной реакции на цинеол удары током (~110 мА, 0,5 с, 10 Гц) после предъявления цинеола наносили металлическим электродом, который вручную подносили к ноге. При выработке аверсии в ответ на запах цинеола удар током наносили через ~10 с после начала подачи запаха. Всего в группе было 20 животных. Обучение проводили за 15-20 дней, осуществляя по два сочетания в день. При выработке условнорефлекторной пищевой реакции на цинеол обучение проводили по сходной методике, что и аверсивное обучение, только предъявление запаха цинеола подкрепляли морковным соком. Несколько капель морковного сока предъявляли через несколько секунд после предъявления запаха улитке. В группе было 20 животных. Обучение проводили в течение 15-20 дней, осуществляя по четыре-пять сочетаний в день. Тестирование выработанного условного рефлекса (пищевого или аверсивного) проводили в открытом поле с использованием слепого контроля и видеозаписью поведения животного в ответ на появление цинеола в среде. Сразу после тестирования в открытом поле улиток препарировали и на полуинтактном препарате «обонятельный орган – ЦНС» животных регистрировали осцилляторную активность процеребрума в ответ на запах цинеола, наносимый с расстояния 0,5-1,0 см от рецепторного эпителия.
Электрофизиологическая регистрация от процеребрума in vivo и проведение операций.

В экспериментах использовали половозрелых улиток Helix lucorum и Helix pomatia (n=17). Перед началом операции улиток анестезировали охлаждением, затем вводили сукцинилхолин хлорид (Sigma, USA) и MgCl2 (200 мM, 2 мл). Сукцинилхолин хлорид разводили на изотоническом растворе MgCl2 и вводили в тело улитки; предполагаемая конечная доза вещества внутри тела улитки составляла 0,012 мг (Balaban and Chase, 1989). 
Проведение операций по вживлению хронических электродов в процеребрум улиток.

Через разрез (1-1,2 см) на коже головы позади верхних щупалец вводили тонкий платино-иридиевый проволочный электрод диаметром 20 мкм с изоляционным тефлоновым покрытием (A-M Systems, Inc., USA). Электрод проводили от внутренней стороны мантии вдоль тела и укрепляли за соединительнотканные оболочки церебральных ганглиев ЦНС улитки. Электрод устанавливали в апикальной либо центральной части процеребрума, после чего разрез на коже зашивали шовным материалом. После операции выживало около 23% животных. Регистрацию осцилляторной активности в процеребруме начинали через 18-24 ч после операции, когда улитки начинали активно ползать, и проводили (с перерывами) в течение последующих 2-3 дней. На третий-четвёртый день животное забивали и проводили морфологический контроль для выяснения точного местоположения электрода в мозге. 

Регистрацию суммарной электрической активности процеребрума в ответ на аппликацию запаха проводили по стандартной методике с помощью экстраклеточного усилителя (НБ-лаб, Россия). Предъявление запаха осуществляли с помощью ольфактометра (описание см. выше). В качестве одоранта использовали цинеол. Для определения латентного периода реакции животного на запах параллельно проводили видеорегистрацию поведения на камеру JVC F1.2 (Япония). Видеозаписи поведения обрабатывали с помощью программы Pinnacle Studio 9.0, электрофизиологические записи осцилляторной активности обрабатывали с помощью программ Spike2 5.0 (SED, UK), Origin 6.0 (OriginLab, USA).
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ.
Спонтанные осцилляции в процеребруме улиток.

Электрофизиологическая регистрация активности в процеребруме улиток Helix как с помощью стеклянного присасывающего электорода (in vitro регистрация), так и с использованием вживленного хронического электорода в процеребрум (in vivo регистрация) показала наличие спонтанных ритмических осцилляций в процеребруме. При экстраклеточной регистрации активности процеребрума на полуинтактном препарате (in vitro регистрация) спонтанные осцилляции демонстрируют высокую регулярность на протяжении достаточно длительного времени (час и более) и имеют более или менее постоянную частоту и амплитуду. В свободном поведении (при in vivo регистрации) амплитуда, частота и форма осцилляций у наземных улиток были менее постоянными и предсказуемыми.
Частота спонтанных осцилляций в процеребруме наивной улитки в свободном поведении, в отличие от частоты обонятельного ритма на полуинтактном препарате, в большинстве случаев была больше 1 Гц. Средняя частота осцилляций, зарегистрированных in vivo, составляла 1,16 ± 0,08 Гц, что почти в два раза больше, чем частота спонтанных осцилляций до предъявления запаха на полуинтактном препарате как у наивных улиток, так и улиток, с выработанной условнорефлекторной пищевой или оборонительной реакцией на запах цинеола. При in vitro регистрации осцилляций в процеребруме наивных улиток частота осцилляций редко превышала 1 Гц, а средняя частота осцилляций составляла 0,68 ± 0,09 Гц, достоверно (р < 0,05, критерий Данна) отличаясь от частоты осцилляций при регистрации in vivo. В группе препаратов, полученных из обученных пищевой реакции на запах цинеола улиток, средняя частота осцилляций in vitro до нанесения запаха составляла 0,65 ± 0,05 Гц, достоверно не отличаясь от средней частоты осцилляций в процеребруме наивных улиток in vitro. На полуинтактных препаратах улиток, обученных оборонительной реакции на запах цинеола, не наблюдали ни одного случая, когда частота осцилляций в фоне до момента нанесения запаха на препарат превышала 1 Гц. Средняя частота осцилляций у таких улиток составляла 0,6 ± 0,04 Гц.

Амплитуда осцилляций в процеребруме, зарегистрированных как in vivo, так и in vitro, также различалась у разных групп животных, зависела от неизвестных факторов. Средняя амплитуда осцилляций в фоне (до предъявления запаха цинеола) in vivo составляла 65,5 ± 4,07 мкВ. Средняя амплитуда осцилляций, зарегистрированных in vitro, была достоверно (р < 0,05, критерий Данна) меньше – у наивных улиток 46,8 ± 4,02 мкВ и улиток, обученных пищевой реакции на цинеол, 35,2 ± 2,23 мкВ. Средняя амплитуда осцилляций, зарегистрированных in vitro у улиток с выработанной аверсией на цинеол была недостоверно больше (110,34 ± 16,44 мкВ), чем амплитуда осцилляций in vivo, что может быть связано с сильной сенситизацией улиток к данному запаху во время обучения.
Впервые спонтанная активность процеребрума in vitro была проанализирована в деталях у слизня Limax maximus (Gelperin and Tank, 1990). Позднее были зарегистрированы спонтанные ритмичные осцилляции в процеребруме у наземной улитки Helix lucorum (Chase and Hall, 1996; Никитин и Балабан, 1999). До сих пор неизвестно значение этого спонтанного осцилляторного ритма процеребрума, однако считается, что волна возбуждения вызывает синхронизацию работы большого количества клеток процеребрума и тем самым способствует более точной настройке всей системы на выделение новых, в том числе очень слабых, источников запаха из окружающей среды, содержащей множество одорантов (Laurent, 1996). 
Изменение осцилляций в процеребруме под воздействием запаха.
При регистрации осцилляций в процеребруме с помощью вживленного платино-иридиевого электрода (регистрация in vivo) параметры электрической активности обонятельного мозга наземных моллюсков претерпевают значительные изменения при появлении в обстановке нового запаха. С помощью видеорегистрации поведения улитки (изменения длины щупальца улитки в ответ на запах) синхронно с регистрацией осцилляторной активности процеребрума нам удалось сравнить электрофизиологическую регистрацию с поведением. 

Достоверное изменение частоты осцилляций в процеребруме отмечено уже в первые 10 c после подачи запаха цинеола (5%), в течение которых частота снижается на 10% (р < 0,05, здесь и далее критерий Манна-Уитни). Одновременно со снижением частоты осцилляций происходит и достоверное (р < 0,01) увеличение амплитуды осцилляций на 12%. Важно отметить, что основная оборонительная реакция улитки – сокращение щупальца в ответ на запах – очень хорошо выражена именно в первые 10 с после подачи запаха. Например, максимальное сокращение длины щупальца в ответ на предъявление запаха в 5%-ной концентрации достигается уже к третьей секунде от начала подачи запаха животному, после чего происходит быстрое восстановление длины щупальца. К 9-10-ой секунде щупальце почти полностью восстанавливает свою длину (до 80%), по крайней мере, сенсорный эпителий к этому времени уже открыт и улитка может вновь воспринимать запахи.

Достоверные изменения частоты и амплитуды осцилляторного ритма в процеребруме улитки Helix при регистрации in vivo наблюдали в интервале 21-30 с и 31-40 с после подачи запаха цинеола в концентрации 5%. В эти временные периоды происходит увеличение амплитуды осцилляций на 16% (в интервале 21-30 с) и 11% (в интервале 31-40 с), а также снижение частоты осцилляций на 14% (в интервале 21-30 с) и 18% (в интервале 31-40 с). 
При исследовании поведения улитки в ответ на предъявление цинеола в 20% концентрации было отмечено, что максимальное втягивание щупальца было на 4-ой с после начала подачи запаха, после чего происходило медленное увеличение длины щупальца. Надо отметить, что длина щупальца в ответ на 20% концентрацию цинеола была достоверно меньше, чем длина щупальца в ответ на 5%-ный цинеол. После втягивания щупальца, повторное появление сенсорного эпителия на его поверхности (т.е. способность воспринимать запахи) происходит только на 11-12-ой с после подачи запаха. В это время вновь начинается активное сканирование пространства, т. е. появляется адекватная реакция улитки на появление нового запаха в среде.
При восприятии животным запаха цинеола (20%) достоверные изменения, как частоты так и амплитуды осцилляций в процеребруме происходят в период 11-20 с после момента предъявления запаха. При этом частота достоверно (р < 0,05) снижается на 12% по сравнению в первоначальным уровнем, а амплитуда достоверно (р < 0,01) увеличивается на 25% от фонового значения. Такие синхронные изменения частоты и амплитуды осцилляций при восприятии запаха подтверждают гипотезу о неразрывной связи этих двух параметров в механизмах распознавания запаха животным. Таким образом, частота и амплитуда осцилляций процеребрума in vivo в ответ на предъявление запаха претерпевают одновременные изменения в виде урежения осцилляций, сопровождаемого увеличением их амплитуды.
При регистрации на полуинтактном препарате (in vitro) амплитуда осцилляторного ритма в процеребруме у наивных улиток в ответ на предъявление запаха цинеола (5%) увеличивалась в интервале 21-30 с (на 7%) и 31-40 с (на 9%) от момента предъявления запаха. В интервале 1-20 с после подачи цинеола (5%) достоверных изменений амплитуды осцилляций не происходило, хотя наблюдали тенденцию к уменьшению амплитуды осцилляций. Достоверное уменьшение частоты осцилляций (р < 0,01) в процеребруме наблюдали в интервале с 1 по 20 с (на 20% и 36%) от момента начала подачи запаха (5%). 
После аппликации цинеола в большой концентрации (20%) наблюдали достоверное (р < 0,001) уменьшение амплитуды осцилляций на 10% в интервале 11-20 с от момента подачи запаха. В том же самом интервале времени (11-20 с от момента предъявления запаха на препарат) наблюдали достоверное (р < 0,001) урежение осцилляций на 40%. Частота осцилляторного ритма возвращалась в норму только через 30 с после подачи запаха на препарат.

Необходимо заметить, что в случае регистрации осцилляций на полуинтактном препарате возможная длительность восприятия запаха не может быть меньше 3 с (длительность нанесения стимула), так как щупальце не может втянуться, и сенсорный эпителий открыт в течение всего времени предъявления запаха. Это может являться основой отличий в изменении амплитуды осцилляций в ответ на цинеол in vivo и in vitro. Следует также отметить, что цинеол в большой концентрации (20%) является очень сильным раздражителем, который может вызывать скорее аверсивную реакцию у животного (или препарата), нежели ориентировочно-исследовательскую.
Для выявления того, какая реакция процеребрума на запах соответствует выбору и реализации нервной системой програмы пищевого или оборонительного поведения, в дальнейших экспериментах проводили обучение улиток условнорефлекторной пищевой или оборонительной (аверсивной) реакции на запах цинеола. 
В свободном поведении улитки, обученные аверсии на цинеол, в ответ на запах цинеола проявляли сильно выраженную оборонительную реакцию, которая проявляется в длительном втягивании щупалец и даже в замедлении локомоции, повороте в другую сторону для избегания встречи с источником неприятного запаха. В открытом поле такие улитки старались не приближаться к источнику неприятного запаха и, часто, уползали в другую сторону, либо прекращали локомоцию вовсе и прятались в раковину. Улитки, обученные пищевой реакции на цинеол, наоборот, в открытом поле проявляли сильно выраженное предпочтение к данному запаху и очень быстро (5-7 мин) достигали пробирки, источающей запах цинеола. 
Достоверное (р < 0,001) уменьшение амплитуды (на 16%) осцилляций в процеребруме (in vitro) улитки, обученной условнорефлекторной аверсивной реакции на запах цинеола, происходило в ответ на аппликацию цинеола (5%) в интервале 11-20 с после подачи запаха. В интервале 21-30 с после подачи цинеола (5%) также происходило достоверное снижение амплитуды осцилляций (р < 0,05), но всего на 7%. Достоверное снижение частоты осцилляций в процеребруме (р < 0,01) заметно уже в первые 10 с после начала подачи цинеола на препарат. Максимальное урежение осцилляций — на 53% — наблюдали в интервале 11-20 с после подачи запаха (5%), т. е. тогда, когда происходит и максимальное уменьшение амплитуды осцилляций (на 16%). Урежение осцилляций (на 20%) сохранялось и в интервале 21-30 с после подачи цинеола (5%), что также коррелировало со снижением амплитуды осцилляций в тот же временной период. В дальнейшем частота осцилляторного ритма постепенно возвращалась в норму по сравнению с первоначальным уровнем частоты до нанесения запаха.
После предъявления цинеола в концентрации 20% достоверное (р < 0,001) снижение амплитуды осцилляций на 23% наблюдали во второй десятисекундный интервал (11-20 с) после начала предъявления запаха. Такое снижение амплитуды осцилляций происходило синхронно (в тот же самый временной интервал) с падением частоты осцилляций практически в два раза. Достоверное снижение частоты и амплитуды осцилляций продолжалось и в интервал 21-30 с: снижение частоты на 26% и амплитуды на 9%, после чего амплитуда и частота осцилляций быстро возвращались к первоначальной величине до подачи запаха на препарат.

Максимальные изменения осцилляций в процеребруме улиток, обученных аверсивной реакции, на полуинтактном препарате отмечены во второй 10-секундный интервал (11-20 с), что, возможно, определяет время принятия решения о реализации оборонительного поведения на данный сенсорный раздражитель (запах). Длительность реакции также слабо зависит от концентрации раздражителя (цинеола) в среде, что говорит о том, что более важной является качественная характеристика раздражителя, определение которой происходит в первые секунды после нанесения одоранта на препарат. Можно сделать предположение, что данный временной период может быть существенным для принятия решения о реализации генерализованного оборонительного поведения животным для удаления от источника неприятного или опасного запаха (escape reaction). 

Важно отметить, что в ответ на предъявление цинеола в большой концентрации (20%) изменения частоты осцилляций в процеребруме in vitro в группе улиток, обученных аверсивной реакции, и наивных улиток достоверно не различались ни на одном из 10 секундных интервалов. Но у улиток, обученных аверсивной реакции, изменения частоты осцилляций были недостоверно более выражены. Это обстотельство может свидетельствовать о том, что такая большая концентрация запаха (20%) может вызывать аверсию у животных обеих групп. 

Поведение улиток (изменение длины щупальца), обученных пищевой реакции на запах цинеола, слабо различалось при подаче цинеола в низкой и большой концентрациях. Максимальное втягивание щупальца (в среднем на 50-55%) наблюдали уже на первой секунде от начала подачи запаха животному. При этом уже на 4-ой секунде после начала подачи запаха цинеола 5% (на 5-ой с при подаче цинеола 20%) щупальце практически полностью (до 80%) восстанавливало свою длину и сенсорный эпителий к тому времени был уже открыт. После четвёртой секунды от подачи запаха щупальца сильно вытягиваются в длину, и улитка начинает активно двигаться к источнику запаха.
Амплитуда осцилляторного ритма в ответ на запах цинеола (5%) у улиток, обученных пищевой реакции на цинеол, достоверно (р < 0,001) уменьшалась на 11% уже в первые 10 с после подачи запаха. В интервал 11-20 с после подачи запаха амплитуда осцилляций процеребрума уже возвращалась к исходным значениям и далее существенно не менялась. Вместе с изменениями амплитуды осцилляций изменялась и их частота, т.е. в тот же временной интервал. Достоверное урежение осцилляций на 41% наблюдали в интервале 1-10 с после подачи цинеола в концентрации 5%. В другие временные периоды не наблюдали достоверного изменения частоты осцилляций. Таким образом, изменения амплитуды (уменьшение) и частоты (урежение) осцилляций фокального потенциала в процеребруме улиток, обученных пищевой реакции на цинеол, в ответ на адекватную стимуляцию происходят синхронно (в один промежуток времени). 

Появление реакции процеребрума в ответ на предъявление цинеола (5%) во временном интервале 1-10 с является существенным отличием таких улиток от наивных улиток и улиток, обученных аверсивной реакции на цинеол, у которых реакция на воздействие запаха цинеола (в концентрации 5%) проявляется позже.
Изменения амплитуды осцилляций процеребрума у улиток, обученных пищевой реакции на цинеол, в ответ на предъявление цинеола в концентрации 20% были более длительными. Максимальное достоверное (р < 0,001) снижение амплитуды осцилляций на 11% наблюдали в первые 10 с после подачи цинеола на препарат. Амплитуда осцилляций возвращалась в норму только через 30 с после аппликации цинеола. Максимальное и достоверное учащение осцилляций процеребрума отмечено только через 20 с после начала подачи цинеола на препарат. В этот интервал (21-30 с) частота осцилляций увеличилась на 30%. 

У улиток, обученных пищевой реакции, изменения обонятельного ритма процеребрума происходят в зависимости от концентрации цинеола, и характер реакции принципиально отличается от ответов улиток, обученных аверсивной реакции на цинеол и наивных улиток. Исходя из этого можно предположить, что отличия осцилляций у обученных пищевой или аверсивной реакции животных могут быть связаны с запуском разного поведения. Возможно, что десинхронизация активности нейронов (т. е. уменьшение амплитуды осцилляций) процеребрума не связана с дискриминацией (определением значимости) запаха, а только с его восприятием и, возможно, силой (концентрация запаха) и длительностью воздействия сенсорной информации. В то же время синхронизация и увеличение частоты осцилляций коррелирует с распознаванием качества обонятельного стимула и поиском пищи.
Вызванная запахом активность в нейронах ЦНС улитки.
Активность идентифицируемых нейронов, участвующих в реализации пищевого или оборонительного поведения улитки также изменялась при аппликации цинеола на препарат и зависела от концентрации запаха. Например, реакция мотонейрона щупальца МтЦ3 (третий метацеребральный нейрон) всегда имела дозозависимый характер ответа на аппликацию цинеола у всех групп улиток. Однако, у улиток, обученных оборонительной реакции на цинеол, реакция мотонейрона МтЦ3 на запах имела очень сильно выраженный характер (длительная пачечная активность) вне зависимости от концентрации запаха цинеола. Такой ответ прямо соответствует достоверным изменениям амплитуды и частоты спонтанных осцилляций процеребрума у тех же улиток вне зависимости от концентрации запаха.

На полуинтактном препарате наивной улитки было отмечено появление спайковой активности в нейроне МтЦ1 (модуляторный нейрон пищевого поведения) в ответ на предъявление цинеола в большой концентрации (20%), которая также отражается в церебро-буккальной коннективе. Увеличение спайковой активности в нейроне МтЦ1 и церебро-буккальной коннективе наблюдали только в ответ на аппликацию цинеола в большой концентрации, в то время как при аппликации 5%-ного цинеола выраженных изменений в активности МтЦ1 у наивных улиток in vitro не отмечено.

У улиток, обученных оборонительной реакции на цинеол, не отмечена спайковая активность ни в модуляторном нейроне пищевого поведения, ни в командном нейроне оборонительного поведения (Пл1, первый плевральный нейрон) в ответ на предъявление цинеола (5%, 20%). 

У улиток, обученных пищевой реакции на цинеол, наблюдали появление спайковой активности в МтЦ1 нейроне через 20 с после нанесения запаха (20%) на препарат, что может свидетельствовать о пищевом поведении в ответ на предъявление цинеола в большой концентрации (20%). Такую же активность нейрона МтЦ1 в ответ на запах цинеола наблюдали и у наивных улиток.

Соотнесение осцилляций в процеребруме с активностью идентифицированных нейронов пищевого и оборонительного поведения.
В электрофизиологических экспериментах на полуинтактном препарате (ЦНС—ольфакторный нерв—щупальце с обонятельным эпителием) проводили синхронную экстраклеточную регистрацию от апикальной части (клеточный слой) процеребрума и внутриклеточную электрофизиологическую регистрацию от нейронов ЦНС, вовлеченных в реализацию оборонительного и пищевого поведения улитки. 

Отмечена спонтанная синергичная активность мотонейрона щупальца МтЦ3 и модуляторного нейрона МтЦ1 (первый метацеребральный нейрон), которая сопровождалась изменением амплитуды и, во многих случаях, частоты спонтанных осцилляций (9 препаратов наивных улиток). Кроме того, мы наблюдали спонтанную синергичную активность нейронов, лежащих в плевральных и педальных ганглиях (Пл1, первый плевральный нейрон и Пд4, четвертый педальный нейрон), причем эта синергичность имеет реципрокный характер. Оба эти нейрона получают синхронный гиперполяризующий вход (2 препарата наивных и 2 препарата обученных улиток).

Аналогичную спонтанную синергичную активность нейронов ЦНС и процеребрума, сопровождающуюся изменением частоты и амплитуды спонтанных осцилляций, также наблюдали и на полуинтактных препаратах улиток, обученных как пищевой, так и оборонительной реакции на запах цинеола. Эпизоды синергичной спонтанной активности на полуинтактных препаратах улиток, обученных аверсии на цинеол, наблюдали сразу в трех нейронах ЦНС (МтЦ3, МтЦ1, Пд4), процеребруме и церебро-буккальной коннективе (2 препарата). На полуинтактных препаратах улиток, обученных пищевой реакции на цинеол, была отмечена спонтанная синергичная активность нейронов ЦНС (МтЦ1, МтЦ3, Пд5в, пятый педальный вентральный нейрон), а также процеребрума и церебро-буккальной коннективы (3 препарата обученных улиток).
Такая спонтанная синергичная активность нейронов процеребрума и нейронов ЦНС, расположенных в разных ганглиях (церебральных плевральных, педальных), скорее всего, связана с общим возбуждающим входом на эти нейроны.

Роль процеребрума в регуляции активности мотонейрона щупальца.

Для определения количества синаптических переключений между клетками процеребрума и мотонейроном щупальца (МтЦ3, третий метацеребральный нейрон) в одной серии экспериментов мы проводили экстраклеточную стимуляцию клеток процеребрума и одновременно регистрировали активность мотонейрона МтЦ3, а в другой проводили внутриклеточную стимуляцию мотонейрона МтЦ3 и одновременно регистрировали суммарную активность процеребрума.
При экстраклеточной стимуляции процеребрума в нормальном физиологическом растворе наблюдали уменьшение спайковой активности в мотонейроне МтЦ3. Для определения количества синаптических переключений между процеребрумом и мотонейроном МтЦ3 (моно- или полисинаптическая связь) мы использовали раствор с повышенным содержанием кальция и магния (Hi-Di, 3x[Ca2+], 5x[Mg2+]) для блокады возможной полисинаптической связи между двумя этими структурами. После замены нормального физиологического раствора на раствор с повышенным содержанием кальция и магния (Hi-Di), экстраклеточная стимуляция процеребрума более не вызывала изменений спайковой активности МтЦ3 при такой же силе стимуляции (n = 3 эксперимента, Р = 0,89, критерий Стьюдента). Полученные данные говорят о том, что клетки процеребрума связаны с мотонейроном МтЦ3 не прямой моносинаптической связью (синапсом), а опосредованно, полисинаптически, не менее чем через два синаптических переключения. 
В другой серии экспериментов мы исследовали наличие обратной связи со стороны мотонейрона щупальца на клетки процеребрума. При внутриклеточной деполяризации МтЦ3 ступенькой тока 2 нА (вызывающей многочисленные спайки) не отмечено никаких значимых изменений частоты и амплитуды осцилляций в процеребруме (n = 6 препаратов), это говорит о том, что обратного влияния со стороны МтЦ3 на клетки процеребрума нет. Дальнейшее увеличение частоты спайков (увеличением деполяризационного тока) в МтЦ3 также не приводило к изменению частоты и амплитуды осцилляций в процеребруме.

Поскольку процеребрум тормозит спайковую активность МтЦ3, торможение осцилляторной активности процеребрума может способствовать растормаживанию мотонейрона МтЦ3 и более длительному втягиванию щупальца в ответ на обонятельный стимул. Наоборот, активация процеребрума наивной улитки пищевыми запахами может быть необходима для снижения активности мотонейрона оборонительного поведения и, как следствие, вытягивания щупальца улитки для определения положения источника запаха, то есть активации пищевого поведения.
Chase и Hall (1996) предполагали существование двух афферентных путей: один (включает процеребрум) для восприятия низких концентраций запаха или пищевых запахов, и второй (независимый от процеребрума) для восприятия запахов в большой концентрации, опасных запахов. Определяемая активностью МтЦ3 величина сокращения щупальца на слабый запах может быть основой настройки обонятельной системы наземной улитки на присутствие определенного запаха в среде. Наоборот, тормозное влияние процеребрума на мотонейрон МтЦ3 может снижать его активность в ответ на пищевые запахи. Аверсивное обучение на запахи, возможно, вызывает снижение влияния процеребрума на мотонейрон МтЦ3 (Chase and Hall, 1996).
ВЫВОДЫ.
1) Частота осцилляций электрической активности в процеребруме in vivo в отсутствие обонятельной стимуляции в два раза больше, чем частота осцилляций, зарегистрированных in vitro. 

2) Частота и амплитуда осциляций в процеребруме в ответ на предъявление запаха in vivo претерпевают одновременные изменения: частота осцилляций снижается, а их амплитуда возрастает.

3) При исследовании препаратов необученных улиток in vitro, аппликация цинеола в концентрации 5% вызывает слабые, почти не отличающиеся от фонового уровня, изменения частоты и амплитуды осцилляций в процеребруме. При увеличении концентрации запаха цинеола до 20% наблюдается достоверное урежение осцилляций и уменьшение их амплитуды. 
4) В группе улиток, обученных аверсивной реакции на цинеол, обнаружено, что аверсивная реакция вызывается вне зависимости от концентрации запаха и развёртывается полностью даже при малой концентрации одоранта.

5) В ответ на предъявление запаха цинеола в низкой 5%-ной концентрации улиткам, обученным пищевой реакции, происходят слабые изменения частоты и амплитуды осцилляций. При увеличении концентрации цинеола до 20% происходит достоверное увеличение частоты осцилляций.

6) Обнаружены спонтанные синергичные изменения осцилляций фокального потенциала в процеребруме и активности нейронов, участвующих в реализации пищевого и оборонительного поведения, которые, по-видимому, регулируются со стороны пока не идентифицированного центрального генератора паттернов.

7) Активация клеток процеребрума тормозит активность идентифицируемого мотонейрона щупальца МтЦ3, участвующего в реализации оборонительного поведения и может способствовать завершению оборонительной реакции. Обратного влияния со стороны нейрона МтЦ3 на процеребрум не обнаружено.
8) Полученные данные свидетельствуют о том, что изменения частоты и амплитуды спонтанных осцилляций в процеребруме в ответ на запах отражают участие процеребрума в ольфакторном обучении и выборе поведения в ответ на запах. Механизмом участия является тормозное влияние со стороны клеток процеребрума на нейроны оборонительного поведения, которое уменьшает длительность оборонительной реакции животного в ответ на запах и позволяет реализоваться пищевому поведению.
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