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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft einen In-situ-Insektenhirngewebe-Test, insbesondere geeignet fur
Dipteran-Hirngewebe, und Verwendungen solch eines Tests.

[0002] In einem vielzelligen Organismus ist Zellkommunikation essentiell, um die unterschiedlichen Aktivita-
ten spezialisierter Gewebe zu regulieren. In allen Tierzellen sind intrazelluldre zweite Messenger-Stoffwech-
selwege konserviert. Unter disesen ist Calcium ein wichtiger zweiter Messenger. In Nervenzellen, Muskelzellen
und anderen Zellen reguliert eine Modulation der intrazellularen Calciumaktivitat von typischen Konzentratio-
nen im Ruhezustand von 100 nM zahlireiche kurze und langerfristige Prozesse. Calciummessungen sind daher
zum Verstandnis von normalen Funktionszustanden und von Erkrankungszustanden von grof3er Bedeutung,
und Wirkstoffe, die Calciumsignalisierung modulieren, erwiesen sich bei der Behandlung von zahlreichen ver-
schiedenen Erkrankungen als klinisch natzlich.

[0003] Die Erfinder zeigten die Nutzlichkeit eines transgenen Aequorin-Expressionssystems im genetischen
Modellorganismus Drosophila auf; Rosay et al. (1997).

[0004] Unter Verwendung des GAL4/UAS-Enhancer-Trap-Systems, basierend auf synthetischen P-Ele-
ment-Transposons, zeigten die Erfinder der vorliegenden Erfindung, dass es mdglich war, Apoaequorin spezi-
fisch in definierten Teilmengen von Zellen des MalpighigefaRes spezifisch zu exprimieren, und dass Inkubation
des frisch sezierten GefalRgewebes in Coelenterazin ausreichend war, um funktionelles Aequorin wiederher-
zustellen; Rosay et al. (1997).

[0005] Die vorliegende Erfindung basiert auf der Uberraschenden Entdeckung durch die Erfinder, dass unter
Verwendung des zuvor beschriebenen Verfahrens Schwankungen von intrazelluldren Calciumkonzentrationen
im intakten Drosophila-Gehirn festgestellt werden. Diese Schwankungen sind langfristig, Zelltypen-spezifisch,
endogen, robust und synchron, eine Kombination aus Eigenschaften, die nach bestem Wissen des Erfinders
der vorliegenden Beschreibung bis dato noch nicht festgestellt werden konnte. Da Calciumschwankungen in
diesem System eine Schwankung neuraler Aktivitat widerzuspiegeln scheint, kann von anderen Mitteln, durch
die neurale Aktivitat Uberwacht werden kann, angenommen werden, dass sie denselben grundlegenden Pro-
zess aufzeigen.

[0006] Calciumschwankungen ahnlicher Dauer konnten in bestimmten Wirbeltiersystemen festgestellt wer-
den, obwohl hier im Zusammenhang mit einzelnen Zellen und nicht mit intakten Geweben, beispielsweise kul-
tivierten Hippocampus-Neuronen (Jaffe (1994); Seymour-Laurent (1995); Ogden (1996)) und Corticalneuro-
nen (Robinson et al. (1993); Wang & Gruenstein (1997)) in Bezug auf das Nervensystem. Manche Zelllini-
en-Vertreter von peripheren Wirbeltier-Geweben zeigen bei hormoneller Stimulierung Oszillationen in einem
Bereich von 5 mHz auf, beispielsweise Hepatozyten, die mit Oxytocin, Vasopressin, Angiotensin-1l oder Nora-
drenalin behandelt wurden (Woods et al. (1986)). Einzelne Bauchspeicheldriisen-B-Zellen, die mit Glucose be-
handelt wurden, zeigen groRe Schwankungen von zytoplasmatischem Natrium und Calcium (Grapengiesser
et al. (1988); Grapengiesser (1996)). Bis heute gab es wenig direkte Hinweise auf dhnliche Schwankungen,
die in situ auftreten, aulRer jedoch in Hippocampus-Scheiben, wo dies eher auf Astrozyten und nicht auf Neu-
ronen beschrankt ist (Dani (1995); Duffy (1995)). Den Erfindern der vorliegenden Beschreibung sind keine Be-
richte in Bezug auf Schwankungen ahnlicher Natur in jedweden Insekten-Nervensystemen bekannt.

[0007] In einem ersten Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein In-situ-Verfahren zum Screenen einer Ver-
bindung auf eine pharmakologische Aktivitat bereit, das die folgenden Schritte umfasst:
a) Nachweisen eines Anfangsmusters neuraler Aktivitat in Insekten- oder Arachniden-Hirngewebe;
b) Zusetzen der Verbindung zum Hirngewebe und Nachweisen eines resultierenden Musters neuraler Ak-
tivitat; und
c) Beobachten der pharmakologischen Aktivitat der Verbindung auf neurale Aktivitat durch Vergleichen des
Anfangsmusters intrazellularer neuraler Aktivitat mit dem resultierenden Muster neuraler Aktivitat.

[0008] Ein Vorteil der vorliegenden Erfindung ist, dass das vorliegende Verfahren an intakten Geweben und
nicht an kultivierten Zellen durchgefihrt wird, was vertretbarerweise eine der Realitat eher entsprechende phy-
siologische Reflektion der Wirkungen bereitstellt, die jedes bestimmte Reagens auf neurale Funktion haben
kann. Der Zusatz "in situ" wird fiir Gewebe verwendet, die in einem zu testenden Organismus verbleiben, oder
fur Gewebe, die vor dem Testen aus einem Organismus seziert wurden.

[0009] Es gilt anzumerken, dass die Bezeichnung "neurale Aktivitat" alle messbaren Aspekte neuraler Funk-
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tion einbindet, die von Veranderungen der intrazellularen Calciumkonzentration abhangig sind, zu ihnen fihren
oder gleichzeitig mit ihnen auftreten. Typischerweise kann die "neurale Aktivitat" als ein Muster intrazellularer
Calciumschwankung nachgewiesen werden.

[0010] Es gilt anzumerken, dass die Bezeichnung "pharmakologische Aktivitat" alle Aktivitaten einbindet, un-
abhangig davon, ob sie fir den Organismus einen Nutzen darstellen oder nicht. Somit kann die Aktivitat mit
einer therapeutischen Aktivitat verbunden werden, oder alternativ dazu kann die Aktivitat fir den Organismus
abtraglich oder toxisch, z.B. biozid, sein.

[0011] Der vorliegende Test, wie er flir Drosophila-Hirngewebe eingesetzt wird, kann direkt verwendet wer-
den, um chemische Wirkstoffe mit pharmakologischer oder insektizider Wirkung zu screenen. Schwankung
neuraler Aktivitat kann direkt oder indirekt mittels zahlreicher Verfahren nachgewiesen werden; umfassend, je-
doch nicht beschrankt auf: a) transgenes Apoaequorin; b) andere Verfahren, die intrazellulare Calciumkonzen-
tration beobachten; c) andere Verfahren, die die Vorgdnge von intrazelluldren Calcium-Signalgebungs-Stoff-
wechselwegen beobachten; d) Verfahren, die die Vorgange anderer Arten von Signalgebungs-Stoffwechsel-
wegen beobachten; e) Verfahren, die neuronale elektrische Spannungen beobachten.

[0012] Beispielsweise zeigen fluoreszierende Sonden (wie beispielsweise Fura-2, Indo-1, Quin-2) eine spek-
trale Reaktion auf die Bindung von Calcium, und es ist dann mdglich, unter Verwendung von Fluoreszenzmik-
roskopie, Durchflusszytometrie und Fluoreszenzspektroskopie Veranderungen der intrazellularen freien Calci-
umkonzentrationen nachzuweisen. Die meisten dieser fluoreszierenden Indikatoren sind Varianten der nicht-
fluoreszierenden Calcium-Chelatbildner EGTA und BAPTA (Cobbold & Rink (1987)).

[0013] Neue fluoreszierende Indikatoren fiir Calcium, so genannte "Chamaleons", kénnen ebenfalls verwen-
det werden, werden genetisch ohne Cofaktoren kodiert und kénnen auf spezifische intrazellulare Stellen ge-
richtet werden. Diese so genannten "Chamaleons" bestehen aus Tandemfusionen einer blau- oder cyan-emit-
tierenden Mutante des griin fluoreszierenden Proteins (GFP), Calmodulin, dem Calmodulin-bindenden Peptid
M13 und einem verstarkten griin- oder gelb-emittierenden GFP. Bindung von Calcium stellt eine Calmodulin-
hdlle rund um die M13-Domane her, was den Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer zwischen flankierenden
GFP zunehmen (Miyawaki et al. (1997)) oder abnehmen (Romoser et al. (1997)) Iasst.

[0014] Dariber hinaus kdnnen potentiometrische optische Sonden verwendet werden. Potentiometrische op-
tische Sonden messen Membranspannung in Organellen und in Zellen. In Verbindung mit Bildgebungsverfah-
ren kénnen diese Sonden verwendet werden, um Variationen der Membranspannung entlang von Neuronen
und unter Zellpopulationen mit hoher raumlicher Auflésung und Abtastfrequenz abzubilden (Rohr & Salzberg
(1994)).

[0015] Mittels eines nicht einschrankenden Beispiels verwendeten die Erfinder der vorliegenden Erfindung
die Fruchtfliege (Drosophila) als ein Modell fir das vorliegend beschriebene Verfahren und wiesen intrazellu-
lare Calciumkonzentrationen durch Expression von Apoaequorin im Drosophila-Gehirn unter Steuerung des
Hefe-Transkriptionsfaktors, GAL4, nach.

[0016] Das Drosophila-P[GAL4]-Enhancer-Trap-System wird sowohl zur Sichtbarmachung von bestimmten
Zellklassen als auch zur Bereitstellung eines Mittels zum Manipulieren dieser Zellen in lebenden Organismen
verwendet (Armstrong (1997)). Insertion des P[GAL4]-Transposons, die in der Nahe eines genomischen Tran-
skriptionsenhancers auftritt, fihrt zur Expression des Hefe-Transkriptionsaktivators GAL4 in einem Muster, das
jenes des naheliegenden Enhancers widerspiegelt.

[0017] Durch Platzieren des Calcium-Reporters Aequorin unter GAL4-Steuerung bauten die Erfinder der vor-
liegenden Erfindung ein System auf, innerhalb dessen schwankende Calciumkonzentrationen nicht-invasiv
und mit Zelltyp-Spezifitat im intakten Drosophila-Gehirn nachgewiesen werden kénnen. Wie hierin beschrieben
wurden Schwankungen in den Pilzkérpern, Gehirnzentren des mit dem Geruchssinn assoziierten Lernens und
Erinnerns und fur Partnerpraferenzen nachgewiesen. Pilzkérper oder analoge Strukturen sind in allen Insekten
zu finden. Im Prinzip ist derselbe Ansatz flir schwankende Aktivitat in jedem beliebigen Zelltyp anwendbar.

[0018] Das Nachweisen kann an einem ganzen lebenden Organismus durchgefuhrt werden. Ein geringer Teil
der Kutikula des Kopfes kann so entfernt werden, dass der Eintritt erforderlicher Reagenzien wie beispielswei-
se Coelenterazin (fir ein Aequorin-Expressionssystem) ermdglicht wird. Mutierte Organismen, die eine relativ
durchlassige und/oder transparente Kutikula besitzen, kdnnen auch verwendet werden. Alternativ dazu kann
Hirngewebe aus dem Organismus seziert und Reagenzien wie beispielsweise Coelenterazin hinzugesetzt wer-
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den.

[0019] Im Fall des Aequorin-Expressionssystems im Drosophila-Gehirn wird Calciumschwankung bald nach
Zusatz von Coelenterazin nachweisbar, erreicht ihr volles Ausmalf} innerhalb einer Stunde und kann 15 Stun-
den oder langer andauern. Das Nachweisen kann unter Verwendung einer CCD-Kamera oder mit einem Lu-
minometer oder auch mit jedem beliebigen anderen Lichtdetektionssystem durchgefiihrt werden.

[0020] Nachdem ein Anfangsmuster neuraler Aktivitat, z.B. intrazellulare Calciumschwankung, nachgewie-
sen wurde, kann die zu screenende Verbindung zugesetzt und ihre pharmakologische Wirkung auf neurale Ak-
tivitdt beobachtet werden. Die Verbindung kann natlrliche oder synthetische Verbindungen einschlieRen.

[0021] Die pharmakologische Aktivitat kann sich selbst auf zahlreiche Arten manifestieren. Beispielsweise
kann die Verbindung fiir eine bestimmte Dauer zum Aufhdren der neuralen Aktivitat oder zu Variationen im Ak-
tivitdtsmuster oder auch zu beidem fiihren. Solche Variationen kdnnen Zunahme/Abnahme des Schwankungs-
ausmales sowie Veranderungen der Frequenz und/oder des beobachteten Wellenmusters einschliel3en.

[0022] Da ein anfangliches Muster neuraler Aktivitat nachgewiesen wird, ist es méglich zu ermitteln, ob die
Verbindung auf agonistische oder antagonistische Weise wirkt. Das bedeutet, ob die Verbindung in weiterer
Folge Frequenz/Amplitude/Grad neuraler Aktivitat steigert oder senkt.

[0023] Das Verfahren findet besondere Anwendung beim Screenen von Verbindungen, die die nattirliche neu-
rale Aktivitat des Gehirns stéren oder auf andere Weise verandern kdnnen. Die Veranderung kann ein direktes
Resultat der Wirkung der zu screenenden Verbindung auf Calciumdynamik sein, oder die Verbindung kann ei-
nen anderen Stoffwechselweg, wie beispielsweise einen Natrium- oder Kaliumkanal, beeinflussen und da-
durch eine sekundéare oder resultierende Wirkung auf Calciumdynamik haben.

[0024] Das hierin beschriebene Verfahren findet besondere Anwendung in der Entwicklung von Pestiziden
durch Bestimmen der Aktivitat moglicher Pestizidverbindungen auf das Nervensystem eines Schadlings, wie
beispielsweise das Nervensystem eines Insekts.

[0025] Das hierin beschriebene Verfahren kann auch zur Entwicklung von neuen Wirkstoffen oder neuen An-
wendungen fur bestehende Wirkstoffe, die wie nachgewiesen pharmakologische Aktivitat auf Neuralgewebe
aufweisen, fihren. Solche Wirkstoffe umfassen Calciumkanalblocker, Anticholinesterasen, Atmungsstimulan-
zien, Antihypertensiva, Arzneimittel gegen Parkinsonkrankheit, Arzneimittel gegen Alzheimerkrankheit, Arznei-
mittel gegen Angina; und Arzneimittel gegen Arrhythmie.

[0026] Der Test kann auch verwendet werden, um auf umgebende Giftstoffe zu screenen, die neurale Aktivitat
stéren oder auf andere Weise beeinflussen, beispielsweise Insektizide in Getreide, Boden oder Wasser, das
von Feldern abflieft.

[0027] Die Entdeckung von Calciumschwankungen im Insektengehirn fihrte auch zu weiteren Anwendungen.

[0028] In einem weiteren Aspekt stellt die vorliegende Erfindung ein Verfahren zum Nachweisen eines Calci-
um-Signalgebungs-mutierten Organismus bereit, worin das Verfahren das Nachweisen eines Musters intrazel-
luldrer Calciumschwankung in Hirngewebe eines Insekten- oder Arachniden-Testorganismus und Vergleichen
dieses Musters mit einem Muster intrazellularer Calciumschwankung in neuralem Gewebe eines nicht-mutier-
ten Organismus umfasst.

[0029] Diese Mutanten kénnen abnormale Oszillationsaktivitat aufweisen.

[0030] Solch ein Verfahren kann verwendet werden, um auf natirlich vorkommende oder induzierte Mutatio-
nen zu screenen, die Calciumdynamik stort, und kann zur Entdeckung neuer Gene fuhren, deren Produkte
neue Targets fur die zuvor erwahnten Wirkstoffklassen sein kénnen, oder zur Entwicklung von Pestiziden.

[0031] In wiederum einem anderen Aspekt stellt die vorliegende Erfindung auch ein Verfahren zur Bewertung
einer Wirkung eines exogenen Gens auf das Muster intrazellularer Calciumschwankung in neuralem Gewebe
bereit, wobei das Verfahren das Nachweisen eines Musters intrazellularer Calciumschwankung in neuralem
Gewebe eines Insekten- oder Arachniden-Organismus, der das exogene Gen exprimiert, und das Vergleichen
dieses Musters mit einem Muster intrazellularer Calciumschwankung in neuralem Gewebe eines Organismus
ohne dieses exogene Gen umfasst.
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[0032] Das exogene Gen kann voribergehend exprimiert werden, oder der Organismus kann fir das be-
stimmte exogene Gen transgen gemacht werden. Das exogene Gen kann jedes beliebigen Ursprungs sein;
insbesondere menschlichen oder tierischen Ursprungs, und kann unter der Annahme ausgewahlt werden,
dass es endogene Calciumsignalgebung im Nervensystem stéren oder auf andere Weise verandern kann. Ver-
bindungen kénnen dann auf deren Wirkung auf Calciumsignalgebung im Expressionshintergrund des fremden
Gens getestet werden.

[0033] Darlber hinaus kann es moglich sein, die zwei zuvor beschriebenen Ansatze zu kombinieren. Bei-
spielsweise kann ein bestimmtes Gen in Menschen als moglicherweise fir normales neurologisches Funktio-
nieren relevant identifiziert werden. Eine mutierte Drosophila kann erzeugt werden oder kann erhaltlich sein,
die fir das Drosophila-Aquivalent dieses Gens dysfunktional ist. Das menschliche Gen wird dann in der mu-
tierten Drosophila exprimiert, und Verbindungen werden auf deren Wirkung auf Calciumschwankungen im Hin-
tergrund der menschlichen Genexpression getestet.

[0034] Obwohl es zuvor in Verbindung mit Drosophila und Expression des Aequoringens unter Verwendung
des GAL4/UAS-Expressionssystems beispielhaft dargestellt wurde, kann solch ein Verfahren leicht auf andere
Organismen, die endogene Schwankungen neuraler Aktivitdt im Gehirn aufweisen, und auf alternative Mittel
zum Nachweisen neuraler Aktivitat wie zuvor erwahnt (z.B. Calcium und potentiometrische Farbstoffe) ausge-
dehnt werden.

[0035] Beispielsweise konnen andere Insektenspezies flir das Aequoringen unter Verwendung geeigneter,
auf Transposon basierender Technologien transgen gemacht werden. Weiters kann Apoaequorin unter der
Steuerung von Zell- oder Gewebespezifischen Promotoren, entweder direkt oder Gber ein System wie bei-
spielsweise das GAL4/UAS-System, oder Uberall und nicht selektiv unter Verwendung von Hitzeschock, Actin
oder ahnlichen Promotoren transgen exprimiert werden.

[0036] Das Aequoringen kann auch durch voriibergehende (nicht Keimlinien-)Transformation beispielsweise
mit einem infektidsen Mittel wie beispielsweise einem Baculovirus-Vektorsystem in Insekten und Adenovirus-
systemen in Wirbeltiersystemen exprimiert werden.

[0037] Der allgemeine Ansatz kdnnte auf das neurale Gewebe jeder beliebigen Insektenart ausgedehnt wer-
den, beispielsweise Insekten, die als Schadlinge erachtet werden und fiir die eine Kontrolle tber sie notwendig
ist. Solche Schadlinge umfassen Dictyoptera (Schaben); Isoptera (Termiten); Orthoptera (Heuschrecken,
Grashupfer und Grillen); Diptera (Hausfliegen, Stechmicken, Tsetsefliege, Schnaken und Fruchtfliegen); Hy-
menoptera (Ameisen, Wespen, Bienen, Sagewespen, Schlupfwespen und Gallwespen); Anoplura (Federlinge
und Saugetierlause); Siphonaptera (FI6he); und Hemiptera (Wanzen und Blattlduse), sowie Arachniden wie
beispielsweise Acari (Zecken und Milben).

[0038] Die vorliegende Erfindung wird unter Verweis auf die folgenden, nichteinschrankenden Beispiele ndher
beschrieben, worin:

[0039] Fig.1 Luminometerspuren von Aequorinaktivitat in den Pilzkérpern von Drosophila zeigt. Lumines-
zenz ist in cps x 107" angegeben von (a) 103Y-aeq, erwachsenes Gehirn von dem Zeitpunkt des Coelentera-
zin-Zusatzes weg; (b) 117Y-aeq, erwachsenes Gehirn; (c) 30Y-aeq, erwachsenes Gehirn; (d) 30Y-aeq, HU-ab-
getragenes erwachsenes Gehirn; (e) 117Y-aeq, ganze Fliege; (f) 117Y-aeq, frihes Puppenhirn; (g) 117Y-aeq,
spates Puppenhirn.

[0040] Fig. 2 zeigt Calciumkanal-Pharmakologie. Reprasentative Spuren von 117Y-aeq erwachsenen Gehir-
nen. Waagrechter Balken, 5 min. Wirkung von (a) Calcium-freier Ringer-Losung, (b) Cobalt, (c) Verapamil, (d)
Nifedipin und (e) Diltiazem, (f) Dosenreaktionen von Verapamil (Phenylalkylamin) und Diltiazem (Benzothiaze-
pin), chemisch unabhangigen Blockern von L-Typ-Calciumkanalen.

[0041] Fig. 3 zeigt eine Wirkung auf Calciumsignalgebung von Modulatoren von spannungsgesteuerten Na-
triumkanalen. Waagrechter Balken, 5 min. Wirkung von a) Tetrodotoxin (TTX), b) Veratridin-Behandlung eines
117Y-aeq erwachsenen Gehirns. TTX ist ein Inhibitor von spannungsgesteuerten Natriumkanalen. Veratridin
ist ein Natriumkanalé&ffner.

[0042] Fig. 4 zeigt die Wirkung von spannungsgesteuerten Kaliumblockern auf zytoplasmatische Calcium-

schwankungen. Reprasentative Spuren von 117Y-aeq erwachsenen Gehirnen. Waagrechter Balken, 5 min.
Dosenreaktionen fir die Blocker von spannungsgesteuertem Kaliumkanal, (a) 4-AP, Tacrin, (b) TEA, Chinidin,
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(c) 4-AP ist ein Blocker des raschen vortbergehenden |,-(Shaker-dhnlichen) Stroms, (d) die Shaker-Mutante
(Sh®) ist fiir eine 4-AP-empfindliche Untergruppe von spannungsgesteuerten Kaliumkanal-Untereinheiten de-
fekt, (e) Wirkung von 4-AP auf die Schwankungsperiode, (f) Tacrin und (g) Chinidin blockieren den verzdgerten
Gleichrichter-I,-Strom, (h) TEA wird als Blocker fir I, und |, den schnellen, Calcium-aktivierten Strom, be-
schrieben.

[0043] Fig. 5 zeigt die Wirkung von Calcium-Signalgebung von Reagenzien, die an Neurotransmitter-Rezep-
toren und cAMP-Zweitmessenger-Stoffwechselwegen aktiv sind. Reprasentative Spuren von 117Y-aeq er-
wachsenen Gehirnen. Waagrechter Balken, 5 min. Acetylcholin-Rezeptorenpharmakologie, (a) Reversible Re-
duktion der Oszillationsamplitude durch Acetylcholin, (b) Dosenreaktion auf Acetylcholin, (c) Nicotin bei 1 uM
ist ausreichend flir komplette Oszillationsunterdriickung. Die Rolle von GABAergen Neuronen bei Calcium-
schwankungen, (d) GABA steigert sowohl Amplitude als auch Dauer, (e) Picrotoxin, ein GABA-Rezeptoranta-
gonist, hat die entgegengesetzten Wirkungen. Wirkung von Calcium-Signalgebung von Reagenzien, die an
cAMP-Zweitmessenger-Stoffwechselwegen reaktiv sind, (f) Forskolin reduziert Oszillationsamplitude im Zu-
sammenhang mit Wildtyp, (g) jedoch weniger effektiv im Rutabaga-Mutantenhintergrund (rut1). Die Rutaba-
ga-Mutante ist in einer Calcium-aktivierten Adenylylcyclase defekt.

MATERIAL UND VERFAHREN
Herstellung von pUAST-Aeguorin-Fliegen

[0044] Eine Apoaequorin-cDNA wurde aus dem Plasmid pAQ2 (bei Molecular probes Inc. USA erhaltlich)
durch doppelten Verdau mit Smal und Pstl extrahiert und in ahnlich gespaltenes pBKS+ (erhaltlich bei Strata-
gene) insertiert. Neuerliche Spaltung mit Notl und Kpnl ermdglichte die Insertion in den ahnlich gespaltenen
pUAST-Transformationsvektor (Brand & Perrimon (1993)), stromab von den fiinf UAS;-Stellen (GAL4-Bin-
dung), hsp70-TATA-Box und Transkriptionsstartstelle. Keimlinientransformierte Drosophila wurde erzeugt, und
zwei funktional dquivalente Linien, UAS;-aeg30D und UASG-aeg49A, wurden erhalten, die das Transgen an
den angegeben zytogenetischen Stellen aufweisen (Rosay et al. (1997)). Neuerliche Mobilisation wurde ver-
wendet, um neue Insertionen am X-Chromosom, an einem CyO-Ausgleichschromosom und am dritten Chro-
mosom zu erzeugen (siehe Tabelle 1).

Drosophila-Verfahren

[0045] Die hierin beschriebenen P{GAL4}-Linien stammen aus einem von Yang et al. (1995; Tabelle 1) be-
schriebenen Screen. GAL4 ist ein Hefe-Transkriptionsfaktor, der in Drosophila funktionell ist. Sein Expresions-
muster und -zeitpunkt hangen vom genomischen Kontext des insertierten P{GAL4}-Elements ab. GAL4 kann
verwendet werden, um Expression von sekundéaren Reportern, die an den GAL4-reaktiven Promotor, UAS,
gebunden sind, zu steuern.

Hydroxylharnstoff-Ablation

[0046] HU-Ablation wurde gemaf deBelle & Heisenberg (1994) durchgefiihrt. Frisch geschliipfte Larven (30
+/— 30 min. nach dem Larvenschliipfen) wurden in 4-stindigem Rhythmus mit durch Hitze abgetoteten Hefe-
suspensionen, die 50 mg/ml HU enthielten, gefittert. Die Larven wurden dann in Standardmedium ohne HU
Ubertragen. Vergleichsinsekten wurde nur Hefe gefttert.

Luminometrie

[0047] Gehirne wurden unter Insektensalzlésung (Na*, 132 mM; K*, 20 mM; Ca*", 2 mM; CI-, 158 mM; Mg?*,
8,5 mM; H,PO,, 4,3 mM; HCO,", 10,2 mM; Glucose, 5 mM; pH eingestellt auf 7,0 mit NaOH) seziert. Jede Lu-
minometerspur stellt ein einzelnes Gehirn dar, das frei in 100 pl des zuvor beschriebenen Mediums, das 2,5
MM hcp-Coelenterazin (Molecular Probes) enthalt, schwimmt. Lumineszenz wurde in einem Berthold-Wal-
lac-LB9507-Luminometer aufgezeichnet. Es wurden Durchschnitte fiir die Daten von 5- bis 15-seklindigen In-
tervallen berechnet. Lumineszenz wird in cps/10 ausgedriickt. Maximale Hintergrundlumineszenz in Abwesen-
heit von GAL4 belief sich auf 200-400 cps.
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Beispiel 1
Endogene Calciumschwankung in den MBs

[0048] Verschiedene neuronale Subtypen der Drosophila-Pilzkérper (MBs) werden durch das P{GAL4}-En-
hancer-Trap-System (Yang et al. (1995); Armstrong et al. (1998)) aufgezeigt. Hierzu verwendeten die Erfinder
der vorliegenden Erfindung das P{GAL4}-System, um zytosolische Expression von Aequorin (Rosay et al.
(1997)), einem Calcium-empfindlichen lumineszierenden Protein, in den MBs zu steuern. Lumineszenz von ei-
nem intakten erwachsenen Gehirn (103Y-aeg49A; siehe Tabelle 1 fur die Nomenklatur), dem der Aequo-
rin-Co-Faktor hcp-Coelenterazin zugesetzt wurde, geht vorwiegend vom MB-Kelch hervor.

[0049] Zelltypen-spezifische Expression von aktivem Aequorin mit einem Muster, das auf Grundlage jenes
Musters von GAL4-gerichteter B-Galactosidase-Expression vorhergesagt wurde, wurde im Zusammenhang
mit der P{GAL4}-Linie 103Y, in der Kenyonzellen der erwachsenen Pilzkérper ganz klar aufgezeigt wurden, be-
statigt.

[0050] GAL4-gerichtete B-Galactosidase-Aktivitat in einem Kryostatfrontalabschnitt des erwachsenen Ge-
hirns (103Y-lacZ) zeigt die Kelche und Zellkérper der gepaarten Pilzkérper auf. GAL4-gerichtete Aequorin-Ak-
tivitdt in einem ganzen erwachsenen Gehirn (103Y-aeq), das in Schneider-Medium (Sigma), das 2,5 yM
hcp-Coelenterazin enthalt, eingelegt ist; 3-minltige Aussetzung gegeniiber einer Berthold-Night-Owl-CCD-Ka-
mera (blau), auf eine Hellfeldabbildung eingeblendet, zeigte die Kelche ganz deutlich auf.

[0051] Fig. 1a zeigt eine Luminometerspur von Aequorin-Aktivitat in einem 103Y-aeq49A-Gehirn. Das Gehirn
wurde aus der Kopfkapsel entfernt und in einfache Insektensalzlésung (Ringer-Lésung), die 2,5 uM hcp-Coel-
enterazin enthielt, gelegt. Starke Schwankung von Aequorin-Aktivitat wurde bei einer durchschnittlichen Dauer
im Minutenbereich beobachtet. Die Schwankung erreicht ihr volles Ausmaf nach 30 Minuten, was mit der be-
kannten Zeitabhangigkeit der Bildung von aktivem Aequorin aus Apoaequorin und Coelenterazin Uberein-
stimmt, und kann 15 Stunden oder langer andauern. Die Amplitude der Wirkung impliziert die Ubergelagerte
Lumineszenz zahlreicher KCs, die synchron oszillieren.

[0052] Schwankungen mit den zuvor beschrieben Eigenschaften wurde im Zusammenhang von mehreren
P{GAL4}-Zelllinien beobachtet, die auf der Grundlage von KC-Expression ausgewahlt wurden (z.B. Fig. 1b, c).
Schwankung kann in der lebenden Fliege beobachtet werden, der keine operative Verletzung zugefiigt wurde,
unter Ausnahme eines schmalen Schnitts in der Kopfkutikula, um den Eintritt von Coelenterazin zu ermogli-

chen (Eig. 1e).

[0053] Innerhalb eines beliebigen Gehirns kénnen Dauer, Amplitude und Wellenform tber Stunden hinweg
effektiv konstant bleiben. Oszillation tritt, unabhangig von P{GAL4}-Hintergrund und Geschlecht, mit einer mitt-
leren Dauer von 324 + 13 Sekunden (n = 88) auf.

[0054] Experimente, die im Folgenden beschrieben werden, wurden im Zusammenhang mit P{GAL4}-Linien
30Y und 117Y durchgefihrt (Eig. 1b, c; Yang et al. (1995); Tettamanti et al. (1997); Armstrong et al. (1998)).
Beide zeigen einen grofl3en Anteil der erwachsenen KCs auf, und beide sorgen fiir Oszillationen mit einheitlich
hohen Amplituden. In keinem Fall sind Expressionsmuster ausschlief3lich auf die Pilzkérper beschrankt.

Beispiel 2
Hydroxylharnstoff-Ablation und Entwicklungsplanung

[0055] Weitere Beweise, dass Oszillation innerhalb von KCs auftritt, wurden durch Untersuchungen an
GAL4-aeqg-Fliegen bereitgestellt, in denen die KCs selektiv ablatiert worden waren. Die 2.000-3.000 KCs jedes
Drosophila-Pilzkérpers entstehen nur von vier Neuroblasten-Vorldufern, die vom mittleren Embryonalstadium
bis zum spaten Puppenstadium kontinuierlich aktiv bleiben. Gleich nach dem Larvenschlipfen sind alle ande-
ren Neuroblasten (Balken 1) ruhend, was die KCs auf Ablation durch etappenweises Futtern mit Hydroxylharn-
stoff (HU) empfanglich macht. HU-behandelte Tiere tiberleben und entwickeln sich zu gesunden erwachsenen
Tieren, denen 90 % oder mehr des normalen Kenyon-Zellkomplements fehlen, und sie sind in deren assozia-
tiven olfaktorischen Lernfahigkeiten stark eingeschrankt (deBelle & Heisenberg (1994)).

[0056] Die Wirkungen auf HU-Behandlung waren drastisch, wie in Fig. 1d fir die Linie 30Y-aeq (n = 8) er-
sichtlich ist. Ahnliche Resultate wurden fiir die Linie 117Y-aeq erhalten.
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[0057] Das Alter, in dem die Oszillation aufzutreten beginnt, wurde in Linie 117Y-aeq untersucht, in der ein
signifikanter Anteil der spaten Larven- und Puppen-KCs stark den GAL4-Transkriptionsfaktor exprimieren. Os-
zillation war zuerst zwischen 55 und 69 Stunden nach der Pupariumbildung (APF) nachweisbar und war hier-
nach kontinuierlich prasent (vergleiche die Fig. 1f und g). Dies stimmt mit Entstehungszeitpunkt Erwachse-
nen-spezifischer Pilzkdrperelemente, den a- und B-Lappen, Uberein.

Beispiel 3
Plasmamembran-Calciumkanale

[0058] Oszillation endet nach dem Entfernen externen Calciums, entweder durch Pufferersetzung (Fig. 2a)
oder durch Zusatz von 1 mM EGTA (nicht dargestellt). Oszillation tritt unter Zusatz von freiem externen Calcium
wieder auf. Von Cobalt wurde berichtet, dass es alle spannungsgesteuerten Calciumkanale in Drosophila-Ge-
hirnmembran-Praparaten blockiert (Pelzer et al. (1989)). Hier wurde nun herausgefunden, dass es eine gradu-
elle Pufferwirkung auf Oszillation im Bereich von 1-10 mM hat (Fig. 2b).

[0059] Wirbeltier-L-Typ-Calciumkanéale werden durch drei chemisch nicht verwandte Gruppen von Verbindun-
gen blockiert; Phenylalkalylamine (z.B. Verapamil), 1,4-Dihydropyridine (z.B. Nifedipin) und Benzothiazapine
(z.B. Diltiazem), von denen sich jede an eine andere Stelle an der a1-Untereinheit (Calcium-leitend) bindet. Im
Gegensatz dazu scheinen Drosophila-Hirnmembran-Praparate unabhangige Calciumkanale zu enthalten, die
auf Phenylalkylamine (vorwiegend und mit unublich hoher Affinitat) und 1,4-Dihydropyridine empfindlich sind
(z.B. Peltzer et al. (1989)). Sehr geringe spezifische Bindung wird fur Diltiazem nachgewiesen. Honigbie-
nen-KCs zeigen einen Calciumstrom, der durch Verapamil und Nifedipin bei relativ hohen Konzentrationen
(100 pM; Schéfer et al. (1994)) beeinflusst wird.

[0060] Vorliegende Studien zeigten, dass alle drei Gruppen von Mitteln die Oszillationsamplitude signifikant
reduzieren (Eig. 2c-e), und dies bei oder unter den Konzentrationen, die verwendet werden, um Calciumstro-
me in anderen Drosophila-Systemen zu blockieren (Byerly & Leung (1998); Gielow et al. (1995); Gu & Singh
(1995)). Dosen-Reaktionskurven, die aufbauend auf den vor und nach der Behandlung gemessenen Amplitu-
den graphisch dargestellt sind, ergeben ein EC50 nahe bei 3 uM fir Verapamil und 10 pM fir Diltiazem
(Fig. 2f). Keines der drei Mittel hatte eine regelmafRige Wirkung auf die Oszillationsfrequenz.

Beispiel 4
Wirkungen verschiedener Mittel auf Calciumkonzentrationsschwankungen
Natriumkanale

[0061] Tetrodotoxin (TTX) ist ein effizienter Blocker von spannungsgesteuerten Drosophila-Natriumkanalen
und somit von neuronaler elektrischer Aktivitat. TTX-empfindliche Natriumstrdme werden von Honigbie-
nen-KCs aufgewiesen (Shafer et al. (1994)). TTX flhrt zum Enden der Schwankung innerhalb einiger weniger
Anwendungszyklen (Eig. 3a), wobei die prazise zeitliche Planung von der verwendeten Konzentration ab-
hangt. Nach einer Zwischenphase, die wiederum von der TTX-Konzentration abhangt, tritt die Schwankung in
Form einer Reihe von beabstandeten Schiben mit sehr hoher relativer Amplitude auf. Der erste Peak in jedem
Schub ist besonders hoch. Die Schwankung wird durch 1 uM Veratridin, einem Natriumkanal6ffner, unterbun-
den (Fig. 3b), was mit einer standigen Erhéhung der Basislinien-Calciumkonzentration einhergeht.

Kaliumkanale

[0062] Pharmakologische Kriterien wurden verwendet, um mehrere spannungsaktivierte Kaliumstréme in
Drosophila zu identifizieren, wobei die relativen Beitrage davon von dem Zellkontext abhangen. 4-Aminopyridin
(4-AP) blockiert einen raschen voriibergehenden spannungsgesteuerten Strom (IA-&hnlich) in kultivierten Dro-
sophila-Larven-ZNS-Neuronen (Solc & Aldrich (1988)), und noch starker in kultivierten Drosophila-Larven-KCs
(Wright & Zhong (1995)) und in isolierten erwachsenen Honigbienen-KCs (Shéfer et al. (1994)). Vorliegende
Studien zeigen, dass 4-AP die Oszillationsamplitude auf dosenabhangige Weise reduziert (Fig. 4a; EC50 ~ 30
UM). Es gibt auch eine dosenabhangige Reduktion von Oszillationsdauern (Eig. 4e).

[0063] Nicht-l,-&hnliche Drosophila-Kaliumkanéle scheinen alle durch Tetraethylammoniumacetat (TEA) blo-

ckiert zu sein (Gho & Mallert (1986); Wu & Ganetzky (1992)). Die Erfinder der vorliegenden Erfindung haben
erkannt, dass 100 pM TEA Oszillationen vollstandig unterbinden (Eig. 4h). EC50 fir TEA ist ~ 70 uM (Eiq. 4b).
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Tacrin und Chinidin, Blocker von verzdgerten spannungsgerichteten Gleichrichter-Strémen (I -&hnlich; Singh
& Wo (1989); Kraliz & Singh (1997); Kraliz et al. (1997)) reduzieren sowohl Oszillationsamplitude als auch -fre-
quenz noch starker (Fig. 4f, g; EC50 fir Tacrin belauft sich auf etwa 1 yM, Chinidin auf 2 pM). Honigbie-
nen-KCs zeigen einen verzogerten Gleichrichtertyp-Strom auf, der auf TEA nur schwach reaktiv ist, der jedoch
durch 100 uM Chinidin blockiert wird (Shafer et al. (1994)). Da jedes der obigen Mittel zahlreiche andere lo-
nenkanale und/oder andere neuronal wichtigen Molekule modulieren kann, wurden nach diesen Beobachtun-
gen Mutantenstudien wie nachstehend fur 4-AP und Shaker beschrieben durchgefihrt.

[0064] Der Shaker-(Sh-)Locus definiert eine 4-AP-empfindliche Untergruppe von spannungsgesteuerten Ka-
liumkanal-a-Untereinheiten. Physiologische Wirkungen von Sh umfassen abnormale A-Typ-Kaliumstréme in
embryonalen Myozyten, Larven- und Puppenmuskel und zahlreiche assoziierte Defekte in Bezug auf die Neu-
ralaktivitdt und die synaptische Ubertragung (z.B. Haugland & Wu (1990)). Die Erfinder der vorliegenden Er-
findung haben die Wirkungen der Sh°-Mutation untersucht. Wahrend Oszillation (blicherweise vor einem
Sh®-Hintergrund auftrat (bis zu 30 % der Gehirne wiesen iberhaupt keine Oszillation auf), war sie auf 4-AP
10-mal weniger empfindlich als die Sh*-Kontrolle (Fig. 4a, d).

Neurotransmitter und Modulatoren

[0065] Antenno-glomerulare Traktfasern (AGT-MB-Zufuhrelemente) in mehreren anderen Insektenspezies
sind cholinerg, und Calciumbildgebung kultivierter Honigbienen-KCs zeigte die Gegenwart von Rezeptoren fur
Acetylcholin (ACh) und Nicotin, die durch a-Bungarotoxin blockiert sind (Bicker & Kreissl (1994)). ACh reduziert
die Oszillationsamplitude allmahlich auf Dosis-abhangige und reversible Weise (Fig. 5a, b). Nicotin war sehr
viel starker, und 1 uM waren ausreichend, um die vollstandige Unterbindung von Oszillation zu erreichen

(Fig. 5¢).

[0066] KC-Dendriten erhalten auch hemmende, GABAerge Zufuhr tber immer wiederkehrende aulerliche
Elemente (Bicker et al. (1985); Gronenberg (1987)). 1 mM GABA steigert sowohl die Amplitude als auch die
Dauer (Fig. 5d). Picrotoxin, ein GABA-Rezeptorantagonist, hat entgegengesetzte Wirkungen (Fig. 5e).

cAMP-Stoffwechselweg

[0067] Forskolin, ein Aktivator von Adenylylcylclase, reduziert die Oszillationsamplitude mit geringer Wirkung
auf die Periode (Fig. 5f). 1 mM Dibutyryl-cAMP war jedoch wirkungslos. Das Rutabaga-Gen kodiert fir eine
Calcium-aktivierte Adenylylcyclase, die in den Pilzkérpern stark exprimiert wird und die eine nachgewiesene
Rolle im Lernen und Speichern der Drosophila spielt (Han et al. (1992)). Oszillation vor einem rut'-Hintergrund
war auf Forskolin weitgehend unempfindlich (Eia. 5q).

Tabelle 1
Linie Chromosomale Position Verweis
UASg-aeqA1: X-Chromosom - Diese Studie
UASo-2eq30D 30D Rosay et al. (1997)
UASg-aeq49A 49A Rosay et al. (1997)
UASg-aeqA8 CyO Diese Studie
UASg-aeqA10 Chromosom 3 Diese Studie
UASg-aeqA14 _ Chromosom 3 Diese Studie
P{GAL4}30Y 70E Yang et al. (1995)
Armstrong et al. {1997)
P{GAL4}103Y 2D Tettamanti et al. (1997)
P{GAL4}117Y 34C Tettamanti et al. (1997)
Armstrong et al. (1998)
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Testen auf weitere Verbindungen/Mutationen unter Verwendung des vorliegenden Tests

[0068] Tabelle 2 listet andere Verbindungen auf, die Calciumschwankungen bewirken. Diese umfassen meh-
rere bekannte Insektizide sowie mehrere Verbindungen von klinischem therapeutischem Nutzen. Das Amne-
siac-Gen kodiert fir Peptide, von deren Aktivitat zumindest teilweise angenommen werden kann, dass sie den
cAMP-Stoffwechselweg moduliert.

Tabelle 2
Ziele & Verwendung Verbindungen Wirkung auf neurale Aktivitit
a. Insektizide
Atmungskette
NDH Rotenon Bl, AD
SDH Thiapronil Bl
Entkoppler CCCP BI,AD
Neurotransmission
ACh-Esterase Paraoxon AD/FI
GABAA-R-Kanalblocker Fipronil AD,Fl
Glutamat(CI-)R-Agonist lvermeetin B1a BI,AD
Nicotin-ACh-R-Agonist Imidacloprid AD
Nithiazin AD
Nicotin AD
Spinosad AD
1 Natriumkanal-Offner Veratrin Bl
Veratridin BI
Natriumkanal-Modulator Resmethrin ADFI|
b. Menschliche Therapie
ACh-Esterase, Alzheimer Taerin AD,FI
Anédsthesie, Schmerz Morphin AD,FI
Antileuka@mie, antineoplastisch Harringtonin AD
Okulare perioperative Wirkstoffe Acetylcholin AD
Hypertension, Angina Nefedipin AD
Verapamil AD
Diltiazem AD
Tachycardien, Arrhythmien Chinidin AD,FI
Nausea, Psychosen Trifluorperazin AD,BD
c. Anderes
Adenylylcyclase Forskolin AD
Calcium-ATPase Thapsigargin AD
Calciumkanal-Antagonist Cobalt AD
Calmodulin-Antagonist W7 AD
GABAA-R-Kanal-Agonist GABA AlLFD
Muscimol AlLFD
GABAA-R-Kanal-Blocker Picrotoxin AD,FI
Nicotin-ACh-R-Antagonist Dihydro-B-Erythroidin AD,FD
Mecamylamin AD,FD
Kaliumkanal-Antagonist 4-Aminopyridin AD,FI
Natriumkanal-Antagonist TEA AD,FI
Tetrodotoxin AD
Mutationen Genprodukt Wirkung auf neurale Aktivitat
Rutabaga Adenylatcyclase Forskolin-unempfindlich
Amnesiac Neuropeptid A1l
Shaker Kaliumkanal 4-Aminopyridin

Abkirzungen: A = Amplitude, F = Frequenz, B = Basislinie, D = Abnahme,

| = Zunahme, ACh = Acetylcholin, R = Rezeptor
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Patentanspriiche

1. In-situ-Verfahren zum Screenen einer Verbindung auf pharmakologische Aktivitat, das die folgenden
Schritte umfasst:
a) Detektion eines Anfangsmusters neuraler Aktivitat in Insekten- oder Arachniden-Hirngewebe, worin das Ge-
webe in einem Organismus verbleibt oder das Gewebe vor dem Testen aus einem Organismus entfernt wurde;
b) Zusetzen der Verbindung zum Hirngewebe und Detektion eines resultierenden Musters neuraler Aktivitat;
und
¢) Beobachten der Auswirkung der pharmakologischen Aktivitat der Verbindung auf neurale Aktivitat durch Ver-
gleichen des Anfangsmusters intrazellularer neuraler Aktivitat mit dem resultierenden Muster neuraler Aktivitat.

2. Verfahren nach Anspruch 1, worin die neurale Aktivitat als Calciumoszillationsmuster nachgewiesen
wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1, worin das Muster neuraler Aktivitat direkt oder indirekt durch a) ein Verfah-
ren, das intrazelluldre Calciumkonzentration tGberwacht; b) ein Verfahren, das die Funktion von intrazellularen
Calcium-Signalstoff-Stoffwechselwegen tiberwacht; ¢) ein Verfahren, das die Funktion anderer Arten von Sig-
nalstoff-Stoffwechselwegen Uberwacht; oder d) ein Verfahren, das neurale elektrische Potenziale Gberwacht,
nachgewiesen wird.

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder Anspruch 3, Abschnitt a), worin das Verfahren zur Detektion des/der
Muster(s) neuraler Aktivitat die Expression von Apoaequorin im getesteten Hirngewebe umfasst.

5. Verfahren nach Anspruch 4, worin das Apoaequorin transgen exprimiert wird.

6. Verfahren nach Anspruch 4 oder 5, worin das Apoaequorin von einem Aequorin-Gen unter GAL4-Kon-
trolle abgeleitet ist.

7. Verfahren nach einem der Anspriche 4 bis 6, worin durch den Zusatz von Coelenterazin zum Apoae-
quorin exprimierenden Hirngewebe die intrazellulare Calciumkonzentration nachgewiesen wird.

8. Verfahren nach einem der Anspriche 4 bis 7, worin Detektion des Musters neuraler Aktivitat unter Ver-
wendung einer CCD-Kamera, eines Luminometers oder anderer geeigneter Lichtdetektionsmittel erfolgt.

9. Verfahren nach Anspruch 3, Abschnitt a), umfassend die Verwendung fluoreszierender Sonden, die eine
spektrale Reaktion bei der Bindung von Calcium zeigen, und das Detektieren von Anderungen der Konzentra-
tion an intrazellularem freiem Calcium unter Einsatz von Fluoreszenzmikroskopie, Durchflusszytometrie oder
Fluoreszenzspektroskopie.

10. Verfahren nach Anspruch 9, worin die Fluoreszenzsonde ein so genanntes Chamaleon ist, das eine
Tandemfusion einer blau- oder einer cyan-emittierenden Mutante von griin fluoreszierendem Protein (GFP),
von Calmodulin, des Calmodulin-bindenden Peptids M13 und eines verstarkten griin- oder gelb-emittierenden
GFP umfasst.

11. Verfahren nach Anspruch 3, Abschnitt d), umfassend die Verwendung von potentiometrischen opti-
schen Sonden.

12. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin Detektion an einem lebenden Organis-
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mus erfolgt.

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 11, worin Detektion an Hirngewebe erfolgt, das aus einem
Organismus entfernt worden ist.

14. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin der Zusatz der Verbindung zu einer Be-
endigung der neuralen Aktivitat fiir eine bestimmte Zeitspanne, zu einer Anderung des Aktivitatsmusters oder
zu beidem flhrt.

15. Verfahren nach Anspruch 14, worin die Anderung eine Zunahme/Abnahme der Oszillationsamplitude
oder eine Anderung der beobachteten Frequenz und/oder des beobachteten Wellenmusters ist.

16. Verfahren nach Anspruch 14 oder 15 zur Sicherstellung, ob die Verbindung auf agonistische oder ant-
agonistische Weise wirkt.

17. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin die pharmakologische Aktivitat mit einer
therapeutischen Aktivitat in Verbindung steht.

18. Verfahren nach Anspruch 17, worin die therapeutische Aktivitat, die der getesteten Verbindung zuge-
schrieben werden kann, aus der aus einem Calciumkanalblocker; einer Acetylcholinesterase; einem Atmungs-
kettenmodulator; einem Antihypertensivum; einem Arzneimittel gegen Parkinsonkrankheit; einem Arzneimittel
gegen Alzheimerkrankheit; einem Arzneimittel gegen Angina und einem Arzneimittel gegen Arrhythmie beste-
henden Gruppe ausgewahlt ist.

19. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 16, worin die pharmakologische Aktivitat mit einer schadli-
chen oder toxischen Wirkung verbunden ist.

20. Verfahren nach Anspruch 19 zur Verwendung beim Screenen auf ein Pestizid.
21. Verfahren nach Anspruch 19 zur Verwendung beim Screenen auf Umweltgifte.

22. Verfahren nach Anspruch 21, worin die Insekten oder Arachniden aus der aus Dictyoptera; Isoptera;
Orthoptera; Diptera; Hymenoptera; Anoplura; Siphonapetra; Hemiptera; und Acari bestehenden Gruppe aus-
gewabhlt sind.

23. Verfahren nach Anspruch 22, worin das Insekt aus der Klasse Diptera ausgewahlt ist.

24. Verfahren zur Detektion eines mutierten, Calcium-signalisierenden Organismus, worin das Verfahren
die Detektion eines intrazelluldaren Calciumoszillationsmusters in Hirngewebe eines Insekten- oder Arachni-
den-Testorganismus und das Vergleichen desselben mit einem intrazellularen Calciumoszillationsmuster in
neuralem Gewebe eines nichtmutierten Insekten- oder Arachnidenorganismus umfasst.

25. Verfahren zur Bestimmung einer Wirkung eines exogenen Gens auf ein intrazellulares Calciumoszilla-
tionsmuster in neuralem Gewebe, worin das Verfahren die Detektion eines intrazellularen Calciumoszillations-
musters in neuralem Gewebe eines Insekten- oder Arachnidenorganismus, der das exogene Gen exprimiert,
und das Vergleichen des Musters mit einem intrazellularen Calciumoszillationsmuster in neuralem Gewebe ei-
nes Insekten- oder Arachnidenorganismus ohne exogenes Gen umfasst.

26. Verfahren nach Anspruch 25, worin der das exogene Gen exprimierende Organismus bezuglich eines
aquivalenten endogenen Gens dysfunktionell ist.

Es folgen 16 Blatt Zeichnungen
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