2 Problemstellung

Ziel dieser Arbeit war es, die Funktion der Palmitoylierung des synaptischen Vesikel-
Proteins Synaptotagmin zu untersuchen. Die Arbeiten konzentrierten sich auf die Iso-
form Synaptotagmin |, den bestcharakterisierten Vertreter dieser Protein-Gruppe.

Folgende Fragestellungen sollten untersucht werden:

. Ist die gebundene Palmitinsdure gleichmalig uber alle funf Cysteine

verteilt oder gibt es bevorzugte Palmitoylierungsstellen?

i Hat die Palmitoylierung des Proteins Einfluy auf seine Prozessierung in

der Zelle und damit auf seine Glykosylierung?

* Ist bei der fettsaurefreien Mutante des Synaptotagmins ein verandertes

Transportverhalten erkennbar?

Zur Bearbeitung dieser Fragen sollte das Synaptotagmin-Gen mittels ortsgerichteter
Mutagenese mutiert werden, so dal} einzelne oder alle Cysteinreste im Acylierungs-
bereich substituiert sind. Diese Konstrukte wurden in Saugerzellen mit Hilfe des
Vaccinia-Systems und in Zellen mit regulierter Sekretion exprimiert. Das Palmitoylie-
rungssignal sollte mittels metabolischer Markierung mit *H-Palmitinsaure detektiert
werden. Aussagen Uber einen veranderten Transport der Mutanten erbrachten fluo-

reszenzmikroskopische Versuche und Zellfraktionierungsexperimente.
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