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Tiheysgradienttiultrasentrífugoinnin käfttö kaaliperhosen, Pieris
brasslcae, 5. asteen toukan hernolymfalipoproteiinien eris'cåi¡nisessä.
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Ilolo¡etabolisten hyöuteisten toukat varastoivat fat boríyynsa ja henoiynfaansa suu¡Ía nååriå lipide-
jå, joita henolyniassa kuljettavat fat bodln ja uuide¡ eiintsu våliiiÄ iipoproteiinÍt, erityisesti
lipoforiiai. Lipoproteiinien konssntraatio on heloiydassa suu¡imillaan juuri e¡nen koteioiturista.

Îånå tuttinus selvittåå isopytnisen tibeysgradienttiultrasentrifugoinnin kåyttöfeipoisuutta lipoio-
riinin kaitaiste¡ lllgh delsity- ja ttery high density- lipoproieiilie¡ aristålisesså kaaliperhosen,

liqü braslieaen vii¡eisen eii 5. toutka-asteen henolynfasta. Toistaisefsi iipoproteiineja 0n

erístetty ja karakterisoitu kaaiipsrhosella ainoastaa¡ eleltroforeesil ja lipidivårjåJtsea avulla.

Henolynfanåytteet keråttiin 300 5. asteen toukasta, sentrifugoitfin herosyyttien poistanisetsi ja

ultrase¡trifugoítiin eritiheytsistea lipoproteii¡ifaasien erotta¡iseksÍ Sorvallin OTD 65 B -ultra-
sentrÍfuugilia l-865 flxed angie- roottoria kåyttåen (+6 "C). Uitrasentrifugointiolosuùteita ve-

rioitiÍn nuuntanalla ÍBr-gradientiu korsentraatiota (3{.3 I tai {{.3 t), nåTtteen nååråå gradientis-
sa (5-10 t) sekå erftyisesti ajoaitaa (t{-6¡ h) kierrosnopeuden såiiyesså auuttunatto¡ana (40 000

rpl, n. lt5 000 g). tlia suorÍtettiitì kaittiaan 6 erilaista ulirasentrifugointía.

Ultrasent¡ifugoinnin jålteen putlien sisåltõ purettiin frattioihi¡, joiden tiheys lååritettii¡
refraktiivisesti ja absorbanssi spettrofotoretrisrsti. Fraktiosarjan dialysoiduista jr lyofilisoi-
duista absorbanssihuipuista aJettiín 7 t polyatryyiiaaidigeelielettroforeesl Cooaassie Blue- ja

$udan Black- värjåysti kåyttåen. Lípidft oååritettÍin 1-suuntafsen ohutkerroslroaatografian avuila,

lopuksi selvitettiin lipoproteiinÍen tehtåvlå lipidl¡kuljettajina (1-'*C)ifnoloelihapolla leinatu¡
dieetin avulla, joskín eri lipoprotsiiniryhliel våliset erot jåivåt våhåisitsi,

tIltrasentrifugoiati erotti gradientin yllosaan k¡rotenoidien vårjååeån keltaisen faasin (tiheys n.

1,139 g/ui), jonia siJaintiia ja puhtauteen voitiin vaikuitaa f8r:n tonsettraatiota ja ajoaikaa

luuttaralla, Parhaiura¡ erottelun tuoitÍ 6l h ultrasentrifugointi, joka jåtii absorbanssihuippuun

vain 3 eiektroforeattis¿sti hÍdasta lipoproteÍinia, flåai lligh density -tyyppiset lipoproteÍínit
koostuivat proteiinista sekå diglyserideistå, fosfoiÍpideistå ja LoiesteroliEta iipidisuhteiden
vastatessa herol¡nfan lípidisuhieiia, lipoforiini jåi suurilokoisena rolekyylinå tode¡nålöisosti
våligeeliin. Gradfe¡tfn alaosaan erottuÍ elektroforaettisesti nopeasti liiltuvien llery high density-
iipoprotciinien (tiheïs l.t??-1,255 g/ni) nuodostara vihreå faasi ultrase¡trÍfugointiajasta riippu-
natta,

Isopykninen tiheysgradieattiuitrase¡trifugointi soveltuu varsin hyvin iipoproteiinien eriståniseen
haaliperhostoukan heaoiynfasta. Íeitainen faasi vastasi tiheïdeiiåån ja iipidikoostunulseliaan ii-
poforiÍniar nutta sísåisi pisinnånkin ultrasentrifugoinnin jålleen pclkän lipoforiinin sijasta yhi 3

suurta ja sitet ajogeelisså hitaasti liittuvaa lipoprotciinÍa ja iodennålöisestÍ viligeeiiin jååaeen

lÍpoforiinin, Siten on tarpeen iutkÍa vålÍgeeii tarkenuin ja puhtaan lipoforiini- tai nuun lipopro-
teiinifraktion eristäniseksi parannelir tutkinusaeneteinåå ultrasentrifugoinniu kierrosnopeutta ja
g-aryoa lisåinåiiå sekå fraktiointi¡,cnetolnåå ja roottoria vaihteieuaila, lfiiåii uusitulla nenetcl-
aåiiå onuistutaan eriståråån puhtaita ilpoproteiinifraktioita, niirien ouinaisuudet voidaan nåårittåå
ja rinnastaa uiirasentrifr¡goinnilla nuisia lajeista saatuihin.


