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Matériel et Méthodes 116 

le deuxième anticorps (couplé à la peroxydase) est ajouté dilué dans du tampon 

TBS-Tween 20 au 1/12000 (v/v), pendant 1 heure à température ambiante 

lavage 2 fois 5 min dans du tampon TBS-Tween 20 

lavage 1 fois 5 min dans du tampon TBS (Tris-HCI50 mM pH 7,4 ; NaCI 

150 mM) 

la révélation est réalisée avec le kit de Sigma (DAB) liquid substrat system 

la réaction est stoppée après quelques minutes avec du tampon TBS. 

4.7. Autoradiographie 

Les protéines qui ont été marquées avec de la L35S-méthionine sont mises en 

évidence par autoradiographie. 10 000 cpm sont déposés dans chaque puits pour les 

PAGE-SDS-1 D, et 30 000 cpm pour les PAGE-SDS-2D. 

Après la migration des protéines radioactives, le gel est placé 20 min dans une 

solution de TCA 12%, et est ensuite séché. Aucune coloration n'est réalisée afin de ne 

pas engendrer d'interférences ou " Quenching ". 

Le gel sec est placé en contact avec un film Hyperfilm I3max de Kodak, à 

l'obscurité dans une cassette à température ambiante. Après deux semaines, le film est 

développé: 

- 5 min dans une solution révélatrice (LX 24) 

- rincé à l'eau courante 

- 5 à 10 min dans une solution fixatrice (AL 4) 

4.8. Electrophorèse capillaire 

Les dosages des glucides et des acides organiques sont effectués par électrophorèse 

capillaire. 
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Résumé 

Streptococcus thermophilus est une bactérie lactique entrant dans la fabrication de 

certains produits laitiers. Lors de la technologie de fabrication, les levains sont 

soumis à différents stress comme les montées et descentes en températures. 

La réponse au choc froid chez Sc. thermophilus a été étudiée aux niveaux 

physiologiques et synthèse protéique. 

Les cellules en phase exponentielle de croissance cultivées à 42°C, exposée à 15 ou 

à 20°C ont leur temps de génération multipliés respectivement par 60 et 16 fois. 

L'électrophorèse bidimensionnelle sur minigel a été mise au point afin d'étudier 

l'expression protéique en condition de choc froid . Deux protéines de choc froid ont 

été mises en évidence: 

- Une protéine de 21,5 kDa a été purifiée en trois étapes (fractionnement lDar 

précipitation nu sulfate d'ammonium, chromatographie échangeuse d'anions, et 

HPLC en phase inverse). L'extrémité N-terminale de 21 résidus acides aminés 

déterminée par dégradation d'Edman ne présente aucune homologie avec les 

séquences actuellement connues dans les banques de çjonnées, 

- Une protéine de 7,5 kDa, dont le microséquençage de l'extrémité N-terminale a 

permis de caractériser cette protéine comme étant homologue à la protéine de choc 

froid ubiquitaire CspA d'E. coli. 

En parallèle des travaux réalisés sur la réponse au choc froid, l'étude des profils 

protéiques obtenus par électrophorèses bidimensionnelles de Sc. thermophillus a été 

réalisée afin de proposer une cartographie protéomique préliminaire, avec le 

positionnement de 12 protéines caractérisées par dégradation d'Edman. 

Mots clés: 

St((~ptococcus thermophilus 1 Choc froid l "Cold Shock Protein" 1 Csp 1 Cartographie 1 

Protéomique. 
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