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i fgg_gqadu -tyo Toukkokun 1993 35 g, + 16 liites.
Holometabolisten hydnteisten toukat varastoivat fat bodyynsa ja hemolymfaansa suuria midrid lipide-
ji, joita hemolymfassa kuljettavat fat bedyn ja nuiden elinten valilld lipoproteiinit, erityisesti
lipoforiini. Lipoproteiinien konsentraatioc on hemolyefassa suurimmillaan juuri ennen koteloitumista.
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Timd tutkimus selvittad isopyknisen tiheysqradienttiultrasentrifugoinnin kdyttdkelpoisuutta lipofo-
riinin kaltaisten High density- ja Very high density- lipoproteiinien eristimisessd kaaliperhosen,
Pieris brassicaen viimeisen eli 5. toukka-asteen hemolymfasta. Toistaiseksi lipoproteiineja en

eristetty ja karakterisoitu kaalipsrhosella ainoastaan elektroforeesin ja lipidivirjdyksen avulla.

Hemolynfaniytteet kerittiin 300 5. asteen toukasta, sentrifugoitiin hemosyyttien poistamiseksi ja
ultrasentrifugoitiin eritihbeyksisten lipoproteiinifaasien erottamiseksi Sorvallin OTD 65 B -ultra-
sentrifuugilla T-865 fixed angle- roottoria kiyttden (+6 °C). Ultrasentrifugointiolosuhteita va-
rioitiin muuntanalla §Br-gradientin konsentraatiota (34.3 % tai 44.3 %), ndytteen mddrdd gradientis-
sa (5-10 %) sekd erityisesti ajoaikaa (14-62 b} kierrosnopeuden sdilyessd auuttumattomana (40 000
rpm, n. 115 000 g). Nain suoritettiin kaikkiaan 6 erilaista ultrasentrifugointia.

Ultrasentrifugoinnin jdlkeen putkien sis&ltd purettiin fraktioihin, joiden tiheys ndaritettiin
refraktiivisesti ja absorbanssi spektrofotometrisesti., Frakticsarjan dialysoiduista ja Iyofilisei-
duista absorbanssihuipuista ajettiin 7 § polyakryyliamidigeelielektroforeesi Coomassie Blue- ja
Sudan Black- virjdystd kiyttien. Lipidit mddritettiin 1-suuntaisen ohutkerroskromatografian avulla.

Lopuksi selvitettiin lipoproteiinien tehtdvad lipidinkuljettajina (1-"C)Iinoleenihapolld leinatun
dieetin avulla, joskin eri lipoproteiiniryhmien viliset erot jaivit vihdisiksi.

Ultrasentrifugeinti erotti gradientin ylaosaan karotenoidien virjdamin keltaisen faasin (tiheys n.
1.139 g/mi), jonka sijaintiin ja puhtauteen voitijn vaikuttaa IBr:n konsentraatiota ja ajoaikaa
suuttamalla. Parhaimman erottelun tuotti 62 h ultrasentrifugeinti, joka jatti abserbanssihuippuun
vain 3 elektroforesttisesti hidasta lipoproteiinia. HKimi High demsity -tyyppiset lipoproteiinit
koostuivat proteiinista sekid diglyserideistd, fosfolipideistd ja kolesterolista lipidisuhteiden
vastatessa hemolyafan lipidisubteita. Lipoforiini jai suurikekoisena molekyylini todennikiisesti
viligeeliin, Gradientin alaosaan erottui elektroforeettisesti nopeasti liikkuvien Very high demsity-
lipoproteiinien (tiheys 1.177-1.235 g/ml) nuodostama vihred faasi ultrasentrifugointiajasta riippu-
patta.

Isopykninen tiheysqradienttiultraseatrifugointi soveltuu varsin hyvin lipoproteiinien eristimiseen
taaliperhostoukan hemolymfasta. Eeltainen faasi vastasi tiheydeltdan ja lipidikoostumukseltaan li-
poforiiniay mutta sisiisi pisimminkin ultrasentrifugoinnin jilkeen pelkdn lipoforiinin sijasta yhd 3
suurta ja siten ajogeelissd hitaasti liikkuvaa lipoproteiinia ja todenndkdisesti viligeeliin jddneen
lipoforiinin. Siten on tarpeen tutkia valigeeli tarkemmin ja pubtaan lipeforiini- tai awum lipopre-
teiinifraktion eristimiseksi paramneila tutkimusmenetelmad ultrasentrifugoinnmin kierrosmopeutta ja
g-arvoa lisddmilli sekd frakticintimenetelmdd ja roottoria vaibteiemalla. ¥ikdli uusituila menetel-
pi]l4 onnistutaan eristdmadn puhtaita lipoproteiinifraktieita, niiden ominaisuudet voidaan midrittda
ja rinnastaa ultrasentrifugoinnilla muista lajeista saatuihin.
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