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Les cutinases (EC 3.1.1.74) sont des enzymes qui sont produites par certains 

champignons et bactéries et qui peuvent décomposer la cutine présente dans les plantes (Dutta 

et al., 2009). Le substrat naturel de la cutinase est donc la cutine qui, en recouvrant toutes les 

surfaces aériennes des plantes supérieures, est l'un des principaux composants polymériques 

de la cuticule végétale (Fortuna et al., 2021).  

En raison de leur capacité à catalyser les réactions d'hydrolyse, d'estérification et de 

transestérification, les cutinases sont également des enzymes multifonctionnelles avec de 

nombreuses applications industrielles; dans le domaine d’industrie alimentaire, textile, 

chimique, désintoxication, agriculture et bien d'autres (Chen et al., 2013; Nyyssölä, 2015; 

Qamar et Ali, 2021). Pour une meilleure intégration des cutinases dans les processus 

industriel à grande échelle, une compréhension détaillée du mécanisme d'action enzymatique 

est nécessaire.  

Les études précédentes se sont davantage concentrées sur les cutinases fongiques que 

sur les cutinases bactériennes. Cependant, les cutinases se trouvent dans la famille 

Carbohydrate Esterase 5 (CE5) qui contient aujourd'hui plus de 3000 entrées dans la base de 

données Carbohydrate-Active Enzymes (CAZy, www.cazy.org) (Novy et al., 2021). Seules 

environ 106 structures protéiques tridimensionnelles de la cutinase sont disponibles dans la 

Protein Data Bank (PDB, www.rcsb.org) dont 32 issues de bactéries (Bakli et al., 2021). 

Au vu de l'importance de la structure et fonction des cutinases bactériennes et parceque 

les techniques d’identification expérimentales de la structure tertiaire d'une protéine, en 

général, par de la cristallographie aux rayons X ou par la résonance magnétique nucléaire 

(RMN) prennent du temps, sont coûteuses et ne réussissent pas avec toutes les protéines 

(Bakli et al., 2020), la modélisation structurale par homologie et l’analyse in silico utilisant 

des outils bioinformatiques a fourni, durant ces dernières décennies, une application 

alternative pour prédire la structure tridimensionnelle des protéines et analyser leurs 

caractéristiques liées à la structure et fonction avec une meilleure validation (Dahlström, 

2015; Hoda et al., 2021; Mohamad Sobri et al., 2020). 

Dans notre étude, une approche in silico a été adoptée pour mieux comprendre les 

paramètres physicochimiques globaux, la structure primaire, secondaire et tertiaire des 

protéines, la localisation subcellulaire, la Prédiction de la solubilité protéique et du signal 

peptide, l'analyse fonctionnelle incluant les interactions protéine-protéine, la recherche de 

motifs et l’analyse des sites actifs des cutinases de la bactérie Pseudomonas putida. 

 

http://www.cazy.org/
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1. Les cutinases 

1.1. Structure de la cuticule 

La cuticule des plantes est la couche la plus externe des plantes, qui recouvre les 

feuilles, les fruits, les fleurs et les tiges non ligneuses des plantes supérieures. Il protège les 

plantes contre la sécheresse, la dessiccation, les températures extrêmes, l’exposition aux 

rayons UV, les attaques chimiques, les blessures mécaniques et les infections par des agents 

pathogènes/parasitaires. Il fournit également un support mécanique et sert de barrière contre la 

fusion des organes (Kim et al., 2017). 

 

La cuticule de chaque organe a des caractéristiques spécifiques, par exemple, la cuticule 

du fruit est généralement plus épaisse que la cuticule de la feuille et manque de stomates. 

Parce que la cuticule des fruits est un modulateur essentiel de la qualité des fruits après la 

récolte, comme ses effets sur la rétention d'eau des fruits, les réponses aux stress physiques et 

biologiques et la fermeté (Ziv et al., 2018). 

 

Les cuticules végétales sont des structures composites, composées d'un échafaudage 

macromoléculaire lié de manière covalente de cutine (un polyester insoluble) et d'une variété 

de lipides solubles dans les solvants organiques qui sont collectivement appelés cires (lipides 

solubles) (Kunst et Samuels, 2009). Les compositions de cire et de cutine de la cuticule 

végétale peuvent varier considérablement dans leur architecture et, selon les espèces végétales 

et divers organes, diffèrent considérablement en épaisseur, du nanomètre au micromètre 

(Jeffree, 2006). 

 

Bien que la cuticule soit généralement considérée indépendamment de la paroi cellulaire 

polysaccharidique sous-jacente de l'épiderme, les deux structures sont physiquement associées 

et ont des fonctions qui se chevauchent. En effet, la cuticule peut être considérée comme une 

modification lipidique spécialisée de la paroi cellulaire, tout comme la lignification est une 

modification courante des parois cellulaires secondaires des plantes (Yeats et Rose, 2013). 

 

La structure microscopique de la cuticule est souvent divisée en deux domaines en 

fonction de la coloration histochimique et de leur composition chimique présumée : un 

domaine riche en cutine avec des polysaccharides intégrés, appelé « couche cuticulaire », et 

une couche sus-jacente moins abondante. en polysaccharides mais enrichie en cires, appelée  

« cuticule proprement dite » (Figure 1). 
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Figure 1: Structure de la cuticule 

La cuticule proprement dite contient de la cutine incrustée dans de la cire. La cutine est également un composant 

de la couche cuticulaire qui, en plus de la cutine, contient des polysaccharides et de la cire 

(https://www.encyclopedie-environnement.org/zoom/entre-protection-defense-cuticule-plantes/). 

 

Structurellement, les cires sont soit déposées dans la matrice cutanée (cire 

intracuticulaire), soit s'accumulent à sa surface sous forme de cristaux de cire épicuticulaires 

ou de films. Ces cires épicuticulaires peuvent conférer des propriétés de surface 

macroscopiques distinctes : les films épicuticulaires sont responsables de l'aspect brillant 

commun à de nombreuses feuilles et fruits, tandis que les cristaux de cire épicuticulaires 

expliquent l'aspect terne et glauque des feuilles de brocoli (Brassica oleracea) et des tiges 

d'Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) (Pio et Macedo, 2009).  

 

1.2. Structure de la cutine 

Le polyester lipidique qui est insoluble dans la nature est connu pour être un composant 

important de la cuticule végétale et est connu sous le nom de cutine.  

 

Pour la plupart des espèces végétales, les polymères de cutine sont constitués d'acides 

gras (AG) à 16 et 18 atomes de carbone qui contiennent un groupe hydroxyle et que les 

liaisons ester se révèlent être une source de liaison entre eux, avec de petites quantités de 

glycérol, des phényl-propanoïdes, etc. (Heredia, 2003). Les liaisons ester prédominent dans 

https://www.encyclopedie-environnement.org/zoom/entre-protection-defense-cuticule-plantes/
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les cutines, bien que des ponts peroxyde et une liaison éther aient également été décrits 

(Figure 2).  

Le polymère estérifié est formé via des alcools primaires, résultant en une structure 

tridimensionnelle complexe, dans laquelle des cires cuticulaires sont intégrées (Kunst et 

Samuels, 2003). Ce polymère peut également être hydrolysé par l'action d'une enzyme 

produite par une variété de micro-organismes principalement des champignons et des 

bactéries et cette enzyme est connue sous le nom de cutinases (Carvalho et al., 1999). 

 

Figure 2: Molécule de cutine et certains monomères issus de l'hydrolyse (Carvalho et al., 1999). 

 

L'écorce et les racines des arbres, des vignes et des arbustes ne contiennent 

généralement pas de cutine. Au lieu de cela, ils sont protégés par la subérine, qui consiste en 

un domaine polyphénolique de type lignine avec des composés aromatiques liés au C-C et à 

l'éther et d'un domaine polyester similaire à la cutine (Nyyssölä, 2015). Cependant, les α, ω-

diacides à longue chaîne sont généralement plus courants et les acides substitués en chaîne 
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moins courants dans la subérine que dans la cutine. Habituellement, le glycérol est également 

un composant majeur. Le domaine polyester de la subérine est sensible à l'hydrolyse catalysée 

par la cutinase, alors que le domaine polyphénolique ne l'est pas (Graça et Santos, 2007; 

Kolattukudy, 2001).  

 

1.3. Biosynthèse de la cutine 

La biosynthèse de la cutine commence par la formation de monomères de cutine. La 

biosynthèse des précurseurs lipidiques de la cutine se produit principalement dans le 

réticulum endoplasmique et implique l'estérification des acides gras C16 et C18 dérivés des 

plastes en CoA par les protéines acyl-coenzyme A synthétase (LACS) à longue chaîne, 

l'oxydation de l'acyl-CoA, médiée par les enzymes du cytochrome P450 de la famille 

CYP86A et CYP77A et la protéine HOTHEAD, ainsi que la synthèse de monoacylglycérols 

précurseurs de la cutine à partir d'acides gras oxygénés activés par CoA par les enzymes 

glycérol-3-phosphate acyltransférase (GPAT).  

 

De plus, une étude récente chez Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) a révélé que 

l'epoxide hydrolase1 (AtEH1) code pour une époxyde hydrolase cytosolique impliquée dans 

la synthèse de monomères polyhydroxylés de cutine (Kong et al., 2020; Pineau et al., 2017). 

 

Les monomères de cutine résultants sont ensuite exportés vers l'apoplaste de la cellule 

par des transporteurs de cassette de liaison à l'ATP (ABC) localisés dans la membrane 

plasmique (PM) et sont déposés dans la paroi cellulaire. Les enzymes cutine synthase (CUS) 

de la superfamille des lipases/estérases à motif GDSL catalysent ensuite la polymérisation de 

la cutine (Hong et al., 2017; Philippe et al., 2016; Philippe et al., 2020).  

 

1.4. Interactions plante-pathogène 

Les compositions de la cuticule ainsi que la paroi cellulaire des plantes peuvent être 

affectées par les agents pathogènes (champignons, par exemple) et, inversement au cours des 

interactions plante-pathogène, les agents pathogènes peuvent détecter les composants de la 

surface de la plante et ajuster leur pathogenèse et leur virulence en conséquence (Ziv et al., 

2018).  

 

À un stade précoce de l'infection, les champignons phytopathogènes peuvent synthétiser 

des enzymes hydrolytiques, telles que les cutinases, les estérases et les lipases, qui ciblent 



Revue bibliographique 

20 
 

directement la cuticule et jouent ainsi un rôle clé dans l'infection pathogène (Berto et al., 

1999; Leroch et al., 2013).  

Afin de faciliter la pénétration et l'infection ultérieures dans la couche de cuticule 

végétale, l'activité cutinase d'un agent pathogène peut être étendue une fois qu'il détecte les 

monomères de cuticule végétale résultants (Woloshuk et Kolattukudy, 1986). 

 

Le polymère de la cutine doit être traversée au cours de la pénétration directe de la 

surface des plantes par lors de l’infection par des les champignons pathogènes. Diverses 

observations ont suggéré que des cutinases produites dans des conditions saprophytes, en 

utilisant la cutine comme seule source de carbone (Köller et al., 1995). 

 

1.5. Fonctions biologiques de la cutine 

Le caractère de la cutine lipophile et sa structure chimique contribue à protéger les 

plantes contre de nombreux stress environnementaux qui prévalent dans les écosystèmes 

terrestres. Ces stress sont de deux types; les stress biotiques (champignons, pathogènes) et les 

stress abiotiques (agressions chimiques, radiations UV, pertes hydriques) (Kong et al., 2020). 

 

1.5.1. Barrière d'eau  

Une fonction essentielle de la cuticule est de limiter la perte d'eau végétale par 

transpiration, mais la contribution relative de la cutine n'est pas très claire. Il été montrés que 

les cires cuticulaires constituent le composant clé de la barrière à l'eau car la perméabilité de 

la cuticule augmente de 100 à 1 000 fois après l'extraction de la cire, selon l'espèce (Schreiber, 

2010). En effet, des études génétiques des mutants liés à la cutine analysés montrent une 

perméabilité cuticulaire accrue, généralement en conjonction avec une ultrastructure anormale 

de la cuticule (Isaacson et al., 2009).  

 

Par ailleurs, la quantité de cutine ne détermine pas l'efficacité de la cuticule en tant que 

barrière pour limiter la perte d'eau, mais qu'une matrice de cutine correctement formée et 

structurée est essentielle (Kissinger et al., 2005; Leide et al., 2007). À cet égard, la cutine 

fournit probablement un échafaudage hydrophobe pour maintenir les cires (Figure 3a) et 

maintient la continuité de la cuticule sur toute la surface de la plante. 
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Figure 3: Fonction biologique de la cutine (Fich et al., 2016). (a) Les molécules d'eau (cercles bleus) diffusent 

facilement à travers la paroi cellulaire du polysaccharide (vert) mais pas à travers les cires (orange) intercalées 

dans la structure du polymère de cutine (jaune). (b) La cutine fournit une extensibilité à la cuticule, lui 

permettant de s'étirer en réponse à une forte pression interne, s'adaptant à la croissance des organes. (c,d ) La 

cutine facilite la défense contre les agents pathogènes (cercles bruns) en servant de barrière physique (panneau c) 

ou par l'action de signalisation des produits de dégradation de la cutine (panneau d). La dégradation de la cutine 

peut également augmenter la résistance aux agents pathogènes en permettant l'entrée dans la cellule d'éliciteurs 

de défense et l'exportation par diffusion de composés antifongiques. 

 

1.5.2.  Organogenèse et contribution biomécanique 

La cuticule, en tant que partie de l'épiderme, est sous tension et se contracte lorsqu'elle 

est isolée. En tant que couche la plus externe, la cuticule subirait les forces les plus fortes et 

nécessiterait donc une rigidité et une résistance importantes (Domínguez et al., 2011). Pour 

s'adapter aux forces externes et à la déformation, la cuticule doit également être capable d'une 

réponse élastique, et la déformation plastique ainsi que l'intercalation de nouveaux matériaux 

seraient importantes pour permettre la croissance des organes sans rupture de la cuticule.  

 

À de faibles niveaux de stress biomécanique, la cuticule se comporte de manière 

élastique mais devient viscoélastique à mesure que le stress augmente (Domínguez et al., 

2011). A cet égard Les résultats des études antérieures ont mis en évidence que la cutine 

contribue à la plasticité mais pas à la force de la cuticule, lui permettant d'être étirée pendant 

la croissance des organes (López-Casado et al., 2007; Takahashi et al., 2012; Tsubaki et al., 

2012) (Figure 3b) (Fich et al., 2016).  

 

Un autre rôle important de la cuticule est de permettre aux organes de se séparer 

complètement les uns des autres au cours de l'organogenèse. Des études antérieures ont 

suggéré que l'intégrité structurelle de la cuticule, fournie par la cutine, est nécessaire pour 

empêcher la fusion des organes (Sieber et al., 2000; Takahashi et al., 2010; Tanaka et al., 

2004). 
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1.5.3. Barrière pathogène 

La cuticule peut jouer un rôle majeur dans les défenses des plantes contre les agents 

pathogènes potentiels, et plusieurs études ont fourni des preuves corrélatives suggérant que le 

composant cutine est essentiel à cet égard (Dickman et al., 1982; Isaacson et al., 2009; 

Saladié et al., 2007). Les fruits produisent des quantités substantielles de cutine, qui sert de 

barrière physique efficace pour empêcher l'entrée de la plupart des agents pathogènes (Figure 

3c) (Fich et al., 2016). Les cuticules généralement beaucoup plus minces des feuilles (au 

moins chez Arabidopsis thaliana) peuvent inhiber l'entrée de certaines bactéries, telles que 

Pseudomonas syringae, mais constituent un obstacle insignifiant pour de nombreux 

champignons pathogènes. Les feuilles utilisent donc un système dans lequel la dégradation du 

réseau de cutine déclenche des réponses de défense et entraîne la libération de composés 

antifongiques (Figure 3d). Cependant, cette idée est basée sur des données provenant d'une 

variété limitée de plantes, et des analyses similaires devraient être effectuées avec d'autres 

espèces pour tester l'hypothèse (Fich et al., 2016). 

 

1.6. Cutinases et leur identification 

Les cutinases (EC 3.1.1.74) sont des estérases à sérine appartenant à la superfamille des 

hydrolases α/β. Ce sont des enzymes qui possèdent une triade catalytique Ser-His-Asp 

classique, dans laquelle la sérine catalytique est exposée au solvant. Le site actif de la cutinase 

est suffisamment grand pour accueillir la cutine de substrat de poids moléculaire élevé, et 

certains d'entre eux peuvent également hydrolyser les polyesters synthétiques de poids 

moléculaire élevé. En outre, les cutinases sont capables d'hydrolyser une plus grande variété 

de substrats, y compris les esters solubles de faible poids moléculaire, les triacylglycérols à 

chaîne courte et longue. Les cutinases sont également capables de catalyser l'estérification et 

la transestérification (Chen et al., 2013). 

 

La cutinase a été identifiée pour la première fois dans les années 1960 et caractérisée au 

début des années 1970. Par conséquent, la cutinase du champignon filamenteux et 

phytopathogène, Fusarium solani pisi, qui est l'agent responsable de la formation de 

mycétome chez l'homme, est rapidement devenue un système modèle pour l'étude de la 

structure, de la fonction et de la réactivité de l’enzyme cutinase. En effet, l’identification des 

gènes codant la cutinase ont été identifiés à l'origine en observant l'effet de leur délétion sur la 

virulence de l'organisme d'expression. Bien que les cutinases ont été trouvées à l'origine dans 
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des champignons pathogènes, elles ont été isolées et caractérisées, par la suite, à partir des 

bactéries, telles que Thermobifida fusca (Chen et al., 2008), et d'une variété de champignons 

pathogènes et non pathogènes, y compris la levure Cryptococcus (Masaki et al., 2005). 

 

1.7. Structure de la cutinase  

La première structure cristalline tridimensionnelle résolue aux rayons X de la cutinase 

de Fusarium solani pisi a été décrite en 1992, clonée et exprimée dans E. coli, ensuite déposée 

dans la base des données des structures protéiques, PDB, (PDB ID : 1CUS) avec une 

résolution de 1.6 Ǻ (Martinez et al., 1992). Cette structure a révélé que la cutinase de F. 

solani pisi adopte un repliement α/β qui expose la sérine catalytique (Ser 120) au solvant.  

Étant donné que l'activité accrue que les lipases présentent aux interfaces 

aqueuse/lipidique (activation interfaciale) implique l'interaction des boucles hydrophobes du 

site actif avec l'interface (Cambillau et al., 1996). Depuis lors, des structures cristallines 

tridimensionnelles aux rayons X d'un nombre important de variantes de la protéine cutinase, y 

compris des complexes inhibés, ont été déposées dans la PDB. Le site catalytique à serine de 

la cutinase est située au milieu d'une boucle serrée entre un brin β et une hélice α. Le feuillet β 

central, composé de cinq brins β parallèles, est recouvert de deux et trois hélices α de part et 

d'autre de feuillet β. Ces brins β sont les équivalents des brins β3–β7 du repliement des 

hydrolases a/ β (Schrag et Cygler, 1997) (Figure 4).  

 
Figure 4: Repliement « fold » des protéines α/β hydrolases (a) et cutinases (b) (Carvalho et al., 1999). 
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Le brin équivalent β2 antiparallèle dans la cutinase est déformé et ne forme que deux 

liaisons hydrogène. Des équivalents topologiques des hélices A, B, C, D et F ont été trouvés 

dans la cutinase, bien qu'un déplacement de l'hélice D ait été détecté. Le brin β7 est une boucle 

hélicoïdale unique déformée et il n'y a pas de brin β8. Après β7, il y a le site catalytique de 

l'aspartate et l'histidine, puis l'hélice F qui se trouve près de l'extrémité C-terminale de la 

protéine (Carvalho et al., 1999; Schrag et Cygler, 1997).  

 

1.8. Propriétés enzymatiques des cutinases 

Les cutinases appartiennent à la super famille des α/β hydrolases et consistent en des 

polypeptides simples avec des poids moléculaires inférieurs à 40 kDa. Ce sont des estérases à 

sérine avec la triade classique Ser-His-Asp similaire à plusieurs lipases et sérine protéases 

(Figure 5) (Nyyssölä, 2015). Le motif Gly–Tyr–Ser–Gln–Gly, contenant le site actif Ser-120, 

a une homologie encore plus forte avec la séquence consensus Gly–(Tyr ou His)–Ser–X–Gly 

couramment présente dans les lipases. La triade catalytique Ser-Asp-His est accessible au 

solvant. De plus, le site actif présente une grande flexibilité qui peut expliquer l'adaptation à 

différents substrats (Jelsch et al., 1998; Longhi et al., 1997b).  

 

Figure 5: Structure de la cutinase de Fusarium solani pisi  (Longhi et al., 1997a; Nyyssölä, 2015).  
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La quasi majorité des cutinases caractérisées jusqu'à présent ont des optima de pH allant 

du pH neutre à alcalin et ne sont pas fonctionnelles à pH acide, du moins vis-à-vis du substrat 

naturel, la cutine. Ceci est quelque peu surprenant, puisque les producteurs de cutinase 

fongique croître à un pH acide (inférieur à pH 5). Cependant, certaines cutinases montrant une 

activité enzymatique avec la cutine comme substrat à un pH inférieur à 4,0 ont été rapportées 

(Nyyssölä et al., 2014; Nyyssölä et al., 2013; Zhang et al., 2010). 

 

Malgré le fait que les cutinases présentent une activité lipolytique, elles diffèrent des 

lipases classiques car elles ne présentent pas d'activation interfaciale. L'absence d’une région 

masquant la sérine du site actif dans la majorité des cutinases comme dans d'autres lipases, 

explique probablement pourquoi la cutinase n'est pas activée par la présence d'interfaces 

(Carvalho et al., 1999). Par ailleurs, les cutinases sont des enzymes qui peuvent être 

apparentées aux lipases et aux estérases à la différence qu’elles ne nécessitent pas d’activation 

interfaciale pour être efficaces. Ces enzymes sont à la fois actives en solution moléculaire et 

en système biphasique, donc elles sont le lien entre les estérases et lipases, ce qui est 

considéré comme étant un avantage industriel (voir plus bas les applications des cutinases) 

(Fickers et al., 2008).  

 

Une autre caractéristique importante basée sur la structure protéique de la cutinase est le 

trou oxyanion (oxyanion hole). En effet certains résidus, par exemple les acides aminés qui 

sont différents de ceux de la triade catalytique, semblent être importants dans le mécanisme 

catalytique de l’enzyme cutinase, à titre d’exemple (les atomes d’azote de la chaîne principale 

de Gln121 et Ser42) de la structure tridimensionnelle de la cutinase chez Fusarium solani pisi 

(Martinez et al., 1994). Ces résidus forment ce que l’on dénomme le trou de l’oxyanion. Leur 

rôle serait essentiellement de stabiliser des intermédiaires réactionnels (Fickers et al., 2008).  

 

1.9. Applications des cutinases 

Les cutinases sont un groupe d’enzymes versatiles montrant des utilisations et de 

diverses applications dans des produits et des processus industrielles (Pio et Macedo, 2009). 

En raison de la multifonctionnalité des cutinases qui peuvent catalyser des réactions 

d'hydrolyse, des estérifications et des transestérifications. Ces propriétés les rendent adaptés à 

la dégradation des polyesters de haut poids moléculaire (Dimarogona et al., 2015) et utiles 

dans la modification des fibres synthétiques (Silva et al., 2005). 
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Ces enzymes ont un potentiel substantiel pour être largement utilisés dans les industries 

alimentaires, chimiques, détergents, environnementales, textiles, les produits pétroliers 

(production de biodiesel) et laitiers, les composés aromatiques, la production de composés 

phénoliques, la dégradation des insecticides et des pesticides (désintoxication) dans le 

domaine d’agrochimie, la chimie des polymères (par exemple dans la dégradation du 

plastique), l’industrie pharmaceutique, l'industrie textile et la blanchisserie. De plus, il a été 

démontré que les déchets agricoles, tels que le marc de pomme et la peau de tomate, 

contenant de la cutine représentent des inducteurs à faible coût pour la production 

commerciale de cutinase bactérienne par fermentation (Fett et al., 2000). Quelques 

applications de la cutinase sont brièvement décrites dans le tableau 1 (Chen et al., 2013; 

Qamar et Ali, 2021).  

 

Tableau 1: Applications des cutinases (Qamar et Ali, 2021). 

Réaction Substrats 

                           Hydrolyse   

Triglycérides   Trioléine  

Tricapryline   

Esters     ρ-Nitrophenyl butyrate  

  ρ-Nitrophenylvalerate 

  ρNitrophenylpalmitate  

  Méthyle-, éthyle-, propionate de propyle 

                             Synthèse  

Estérification     Acide oléique et hexanol  

  Acide butyrique et 2-butanol  

  Acide oléique et glycérol  

  Acide butyrique et hexanol  

  Acide laurique et pentanol  

Transestérification     Méthyle propionate et propanol  

  Butylacetate et hexanol  

  1-phenylethanol et vinylacetate  

 

En effet, les cutinases présentent une activité hydrolytique in vitro vis-à-vis d'une 

grande variété d'esters, des esters synthétiques solubles (par exemple, les p-nitrophénylesters) 

aux triglycérides à longue chaîne insolubles et à courtes longues chaînes d'acides gras aussi 

avec une efficacité comparable à celle de la lipase pancréatique (Longhi et Cambillau, 1999). 

De plus, les cutinases peuvent être considérées comme un lien entre les estérases et les lipases 

car elles hydrolysent efficacement les esters solubles et les triacylglycérols émulsionnés. Par 

conséquent, la cutinase a été largement appliquée en tant qu'enzyme lipolytique dans une 
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composition détergente pour la lessive ou la vaisselle pour éliminer les graisses (Carvalho et 

al., 1999). 

 

2. Pseudomonas putida 

2.1. Définition 

Pseudomonas putida est une bactérie à Gram négatif, saprophyte, omniprésente dans le 

rhizosphère et un colonisateur du sol qui appartient au vaste groupe des espèces fluorescentes 

de Pseudomonas (Volke et al., 2020). La bactérie P. putida est en forme de bâtonnet et est 

fréquemment isolée à partir des eaux, des plantes et des sols (en particulier les sites pollués) 

(Weimer et al., 2020) (Figure 6). 

 

Figure 6: Isolement, source et distribution des souches de P. putida.  

Les souches de P. putida ont été isolées du sol, du sol pollué, de l'eau, de l'eau polluée et/ou des eaux usées et 

d'autres sources non spécifiées (données de Pseudomonas Genome DB et NCBI BioSamples Database) (Weimer 

et al., 2020). 

 

Cette bactérie qui est bien caractérisée est dotée de nombreuses caractéristiques qui en 

font un outil approprié pour l'ingénierie métabolique contemporaine à vocation industrielle 

(Löwe et al., 2017). De plus, P. putida est couramment utilisée dans la recherche 

environnementale en raison de sa capacité à dégrader de nombreux composés aromatiques 

(Clark et Pazdernik, 2016). 
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2.2. Historique d’isolement et caractérisation de Pseudomonas putida 

L'acquisition de connaissances sur la génétique, la biochimie et la physiologie de ce 

microbe n'a cessé de progresser au cours des cinq dernières décennies. Cela a conduit, entre 

autres, au décryptage du répertoire génomique complet (Weimer et al., 2020).  

Le nom « Pseudomonas » a été inventé en 1894 par Migula, qui a décrit ce genre 

comme un groupe de cellules avec des organes polaires de motilité et, dans certains cas 

particuliers, la formation de structures ressemblant à des spores (Migula, 1894). 

Sur la base des caractéristiques nutritionnelles et des caractéristiques morphologiques, 

une proposition de la classification des espèces de Pseudomonas les plus pertinentes connues 

à ce moment-là (y compris P. putida). En effet, lors de l'obtention de la séquence du gène de 

l'ARNr 16S de plusieurs espèces de Pseudomonas en 1973, le genre bactérien a été redéfini 

(Palleroni, 2003, 2010). La chronologie décrivant les développements historiques dans le 

domaine de la biologie du genre Pseudomonas jusqu’à le séquençage du génome entier en 

2002 de la souche P .putida  KT2440 est détaillée dans la figure 7 (Nikel et de Lorenzo, 

2018). 

 

 

Figure 7: Chronologie schématique des principaux résultats sur l'isolement et la caractérisation de 

P. putida (Nikel et de Lorenzo, 2018). Cette représentation non exhaustive comprend les dates de 

publication des articles clés.  

 

La souche KT2440 de P. putida, le membre le mieux caractérisé du groupe, est devenue 

une espèce de laboratoire modèle qui a attiré une attention considérable en tant qu'hôte 

cellulaire pour la biologie synthétique et l'ingénierie métabolique en raison de son 

métabolisme remarquable et polyvalent (Nikel et de Lorenzo, 2018). 

. 
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2.3. Applications de Pseudomonas putida 

En raison de ses propriétés exceptionnelles d'adaptation aux conditions 

environnementales difficiles, en particulier les fortes concentrations de solvants organiques, 

les réactions redox difficiles et les stress oxydatifs, Pseudomonas putida a été considéré 

comme un organisme hôte prometteur pour la valorisation de la biomasse végétale (Elmore et 

al., 2020; Martin-Pascual et al., 2021).  

 

Par ailleurs, cette bactérie a été utilisée comme étant un organisme hôte pour la 

biosynthèse recombinante des produits naturels et métabolites secondaires tels que les 

biosurfactants rhamnolipides, les terpénoïdes, les polycétides et les peptides non 

ribosomiques, et d'autres composés dérivés d'acides aminés (Loeschcke et Thies, 2015). De 

plus, cette bactérie possède de nombreuses caractéristiques qui ont été mises en évidences tels 

que ses exigences nutritionnelles simples, sa croissance relativement rapide et son 

métabolisme flexible qui en font un outil approprié pour l'ingénierie métabolique 

contemporaine à vocation industrielle (Löwe et al., 2017; Martin-Pascual et al., 2021).  

 

La libération de P. putida de sa nature aérobie obligatoire a été montrée, fournissant la 

base de processus basés sur des bioréacteurs sans aération et permettant la formation de 

produits naturels par des biocatalyseurs sensibles à l'oxygène (Schmitz et al., 2015). Par 

ailleurs, des outils d'ingénierie et d'expression de souches sophistiqués nouvellement 

développés généreront des usines de cellules de P. putida de nouvelle génération capables de 

convertir divers substrats renouvelables en une multitude de composés souhaités avec une 

précision et une efficacité élevées (Loeschcke et Thies, 2020). En effet, en utilisant la 

bioproduction à l'aide de souches de P. putida modifiées, des substrats ont été générés à partir 

de matières premières renouvelables, telles que la lignocellulose, les huiles et l'ensilage, 

peuvent être utilisés pour produire des produits à valeur ajoutée destinés à être appliqués dans 

l'alimentation humaine et animale, la santé et l'hygiène, l'emballage et le logement, le 

transport et le secteur de l'énergie et pour l'agriculture (Weimer et al., 2020).  

 

En outre, la bactérie peut être appliquée dans un contexte écologique et/ou agricole, 

notamment l'assainissement des sols, la promotion de la croissance des plantes et l'activité de 

lutte biologique phytopathogène (Bakli et Zenasni, 2019). De même, l'application potentielle 

de P. putida modifiée dans le contexte de l'assainissement des sols via la livraison de 

métabolites ou d'enzymes appropriés a été soulignée (Mardani et al., 2022).  
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Dans ces usines cellulaires avancées (Figure 8), de nouvelles technologies de clonage et 

d'expression permettront la mise en œuvre de divers pipelines de production biosynthétique, 

élargissant encore l’utilisation de produits de P. putida (Loeschcke et Thies, 2015). De plus, 

par une analyse approfondie du métabolisme du carbone de la bactérie ainsi que l'application 

des outils biotechnologiques disponibles, une perspective de biologie des systèmes fournira la 

base d'une ingénierie métabolique basée sur la connaissance de P. putida afin d'augmenter les 

rendements de produits naturels (Loeschcke et Thies, 2020). 

 

Les opportunités futures d'application de P. putida peuvent inclure la production de 

composés précieux, mais également l'utilisation comme système de délivrance pour une 

variété de molécules bioactives (Loeschcke et Thies, 2015) (Figure 8). Dans ce contexte et à 

l'interface de la microbiologie synthétique et de la médecine, une application pharmaceutique, 

par exemple, de vésicules de la membrane externe de la bactérie est suggérée pour leur 

potentiel en tant qu'adjuvants ou vecteurs de vaccins en raison de leur faible activité 

pathologique (Balhuizen et al., 2021). 

 

Figure 8: Perspectives dans la recherche et l'application de P. putida (Loeschcke et Thies, 2015).  
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1. Récupération des séquences protéiques et alignements 

Les séquences d'acides aminés des cutinases de la souche DLL-E4 de Pseudomonas 

putida ont été extraites au format FASTA à partir de la base de données du National Center 

for Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Coordinators, 2018). 

Ces séquences dont les numéros d’accession GI sont; 746571207, 1944846450, 1767043782 

et 558521729 ont étaient utilisées pour toutes les analyses bioinformatiques.  

 

Les mêmes séquences FASTA des cutinases de P. putida ont été utilisées comme 

séquences de requête pour l’analyse PSI-BLAST (outil de recherche d'alignement local de 

base itératif spécifique à la position, (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)) contre la banque 

de données de protéines (PDB) pour identifier ses structures homologues. 

L'alignement multiple de ces séquences d'acides aminés de cutinases a été généré à 

l'aide du logiciel CLUSTALW avec les paramètres par défaut et visualisé par le programme 

BioEdit v7.2.5 (Hall et al., 2011). 

 

2. Analyse des propriétés physico-chimiques 

Le serveur ExPASy ProtParam tool (http://expasy.org/tools/protparam.html) (Gasteiger 

et al., 2005) a été utilisé pour calculer différentes propriétés physico-chimiques des séquences 

protéiques récupérées de cutinases chez P. putida telles que la composition en acides aminés, 

l'indice aliphatique (AI), le point isoélectrique (pI), l'indice d'instabilité (II), le nombre de 

résidus chargés positifs et négatifs, la grande moyenne d'hydropathie (GRAVY) et le 

coefficient d'extinction (CE).  

 

Le point isoélectrique (pI) est déterminé sur la base de la valeur pK de la protéine lors 

de la migration de la protéine dans des conditions de dénaturation (Bjellqvist et al., 1993). La 

concentration de protéine purifiée dans l'échantillon est évaluée à partir de la valeur du 

coefficient d'extinction (EC) (Lugani et Sooch, 2017).  

 

La stabilité de la protéine est calculée à partir de son indice d'instabilité (II) et les 

protéines sont prédites comme stables lorsque leur indice d'instabilité est inférieur à 40; 

cependant lorsque la valeur de l'indice d'instabilité est supérieure à 40, la protéine est 

considérée comme instable (Guruprasad et al., 1990). Le volume occupé par la chaîne latérale 

des acides aminés aliphatiques (alanine, valine, leucine et isoleucine) par rapport au volume 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://expasy.org/tools/protparam.html
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total occupé est appelé indice aliphatique et il détermine la thermostabilité d'une protéine 

globulaire (Walker, 2005).  

L'hydrophilie ou l'hydrophobicité de la protéine est déterminée par grande moyenne 

d'hydropathie (GRAVY), qui est le rapport de la somme des valeurs d'hydropathie de tous les 

acides aminés au nombre total de résidus dans la séquence (Umang et al., 2012). 

 

L'hydropathie des séquences d'acides aminés des cutinases de P. putida a été prédite à 

l'aide l'outil ExPASy ProtScale basé sur l'échelle d'hydrophobie de Kyte et Doolittle 

(https://web.expasy.org/protscale/) (Kyte et Doolittle, 1982). 

 

3. Localisation subcellulaire  

La localisation subcellulaire des protéines cutinases de la bactérie P. putida a été prédite 

par le logiciel en ligne CELLO 2.5, subCELlular LOcalization predictor 

(http://cello.life.nctu.edu.tw/) (Yu et al., 2006). Cet outil prédit la composition en acides 

aminés, la composition de N-peptide, la composition physico-chimique, la composition de 

séquence voisine et la composition de séquence partitionnée de la protéine. 

 

4. Prédiction de la solubilité protéique 

La prédiction de la solubilité  protéique a été réalisée à l'aide du serveur en ligne SOSUI 

(http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/) (Hirokawa et al., 1998) afin d'identifier les hélices 

transmembranaires dans chaque protéine cutinase de P. putida. 

 

5. Prédiction du signal peptide 

Le logiciel en ligne SignalP-5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 

(Armenteros et al., 2019) a été utilisé pour rechercher la présence de peptide signal et pour 

déterminer aussi la localisation de la protéine cutinase de P. putida. 

  

6. Analyse de la structure secondaire 

Deux outils bioinformatiques; le logiciel en ligne PSI-BLAST-based secondary structure 

PREDiction, PSIPRED 4.0 (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) (McGuffin et al., 2000) et le 

logiciel en ligne Self-Optimized Prediction Method with Alignment (SOPMA) (Geourjon et 

Deleage, 1995) qui est dans le serveur Network Protein Sequence Analysis (NPS@) 

(https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html), ont été 

utilisés pour prédire la structure secondaire des protéines, y compris les hélices α, le brins β, 

https://web.expasy.org/protscale/
http://cello.life.nctu.edu.tw/
http://harrier.nagahama-i-bio.ac.jp/sosui/
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html
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le brin étendu, les coudes β et les boucles des séquences d'acides aminés des cutinases 

extraites de P. putida. Par ailleurs, l’analyse de prédiction de structure secondaire via le 

programme en ligne SOPMA a été soumise pour ces quatre protéines de P. putida en utilisant 

les paramètres par défaut (window width, 17; similarity threshold, 8; and number of states, 4). 

 

7. Analyse de la structure tertiaire 

7.1. Prédiction de la structure tertiaire 

Les séquences de protéines des cutinases de P. putida au format FASTA ont été 

soumises au logiciel en ligne, Protein Homology/analogY Recognition Engine V2.0 (Phyre
2
) 

(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index) (Kelley et al., 2015) pour la 

modélisation de ces protéines et la prédiction de leurs structures tridimensionnelles. 

 

En fonction de la disponibilité des modèles structuraux pour une séquence protéique 

donnée, la modélisation peut s'agir d'une modélisation comparative/d'homologie ou de 

threading (qui consiste à identifier structuralement l’adéquation entre un repliement protéique 

et une séquence particulière) ou Ab Initio (Singh et al., 2016). Dans notre cas, la prédiction de 

la structure tertiaire des cutinases de P. putida est basée sur l’approche de modélisation par 

homologie qui est une technique de modélisation moléculaire. 

 

La modélisation moléculaire par homologie permet d’obtenir la structure 

tridimensionnelle de la protéine d’intérêt lorsque la séquence de celle-ci est suffisamment 

proche de celle d’une protéine dont la structure tridimensionnelle a été résolue 

expérimentalement par cristallographie aux rayons X ou par résonance magnétique nucléaire 

(RMN) et qui est disponible dans la base des données, Protein Data Bank PDB (Pellequer, 

1999).  

En effet, il a été rapporté que la méthode de calcul la plus précise pour générer des 

modèles structuraux fiables des protéines était la méthode de modélisation par homologie et 

elle a été utilisée dans de nombreuses applications biologiques (Bordoli et al., 2009). 

 

7.2. Raffinement 

The ModRefiner (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/), qui est un raffineur de 

structure protéique à haute résolution, a été utilisé pour améliorer la qualité physique de la 

structure tridimensionnelle prédite pour chaque protéine de P. putida (Xu et Zhang, 2011).  

 

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index
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7.3. Validation 

La qualité stéréochimique des modèles structuraux tridimensionnels prédits et raffinés des 

cutinases de P. putida a été évaluée par le diagramme de Ramachandran à l'aide des outils 

d'analyse PROCHECK (Laskowski et al., 1993) via le serveur d'analyse et de vérification 

structurelle, SAVES v6.0 (http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES/). 

 

Les modèles structuraux 3D des protéines cutinases de P. putida ainsi obtenus après le 

raffinement et la validation ont été visualisés et optimisés à l'aide du logiciel graphique 

moléculaire PyMOL, version 2.3 (DeLano, 2019). 

 

8. Analyse fonctionnelle 

8.1. Interactions protéine-protéine 

Afin d'étudier les interactions fonctionnelles des protéines cutinase chez la bactérie 

Pseudomonas putida avec d'autres protéines potentielles, la base de données STRING (Search 

Tool for the Retrieval of Inter- acting Genes/Proteins) version 11.5 (http://string-db.org/) a été 

utilisée (Szklarczyk et al., 2021). Pour ce faire, le serveur STRING va construire un réseau 

d'interaction protéine-protéine pour différentes interactions protéiques connues et prédites. 

 

8.2. Recherche de motifs protéiques 

De plus, des soumissions des différentes séquences requêtes des protéines d’intérêt dans 

l'outil de recherche MOTIF finder (http://www.genome.jp/tools/motif/) ont été réalisées pour 

analyser les motifs fonctionnels communs et déterminer les familles auxquelles appartiennent 

les protéines cutinases de P. putida. 

 

8.3. Analyse du site actif 

Par ailleurs, la prédiction des sites de liaison des ligands (sites actifs) des enzymes cutinases 

de P. putida a été réalisée en utilisant le serveur COFACTOR 

(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/COFACTOR/) (Roy et al., 2012) basée sur les 

structures des modèles générés, les séquences et les interactions protéine-protéine. 

 

http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES/
http://www.genome.jp/tools/motif/
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/COFACTOR/
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1. Analyse des structures primaires 

Les séquences d'acides aminés des enzymes de cutinase de P. putida ont été extraites à 

partir de la base de données NCBI au format FASTA en se basant sur la recherche en mots 

clés « cutinase Pseudomonas putida ». Les caractéristiques générales des protéines ainsi 

obtenues sont montrées dans le tableau 2. 

 

Tableau 2: Caractérisation des séquences récupérées des cutinases de P. putida. 

Nom 
Numéro d’accession 

(GI) 

Nombre 

d’aa 

Poids moléculaire 

(Da) 

HlyD family secretion protein gi|746571207 145 15876.83 

HlyD family secretion protein gi|1944846450 398 42988.41 

HlyD family secretion protein gi|1767043782 277 30012.69 

cutinase family protein gi|558521729 430 46740.71 

 

Une recherche de PSI-BLASTp de chaque séquence protéique de cutinase de P. putida 

contre la base de données des structures protéiques, Protein Data Bank (PDB) a été effectuée, 

pour trouver les structures protéiques homologues les plus appropriées comme modèles.  

Les résultats sont du PSI-BLASTp pour la séquence de la protéine (gi|746571207) sont 

détaillés dans le tableau 3, qui montre les caractéristiques de la seule structure protéique 

homologue trouvée, (PDB ID : 4TKO_B) ainsi que sa relation avec la séquence de la protéine 

requête.  

La couverture de la séquence requête (Query) par rapport à la structure homologue était 

égale à 64% et le pourcentage d'identité était de 29.03%. 

 

Tableau 3: Résultats de l’analyse PSI-BLASTp de la séquence de cutinase de P. putida 

(gi|746571207) contre PDB. 

 

Les résultats de PSI-BLASTp pour la séquence de la protéine (gi|1944846450) sont 

détaillés dans le tableau 4, qui montre les caractéristiques des quatre structures protéiques 

homologues trouvées (PDB IDs : 4TKO_B, 5NIK_D, 3FPP_A et 3LNN_A) ainsi que leurs 

relations avec la séquence de la protéine requête. 

La couverture de la séquence requête par rapport aux structures homologues variait de 

57% à 83% et le pourcentage d'identité variait de 22,44 à 24,26 %. 

PDB 

ID 

Max 

score 

Total 

score 

Query 

coverage 

E 

value 

Per. 

identity 

Accession 

length 

Resolution 

(Ǻ) 

Description Organism 

4TKO_B 59.7 59.7 64% 9e–11 29.03% 358 2.85 Structure of 

the periplasmic 

adaptor protein 

EmrA 

  Aquifex aeolicus 

VF5 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4TKO_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ACKEBRJU016
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Tableau 4: Résultats de l’analyse PSI-BLASTp de la séquence de cutinase de P. putida 

(gi|1944846450) contre PDB. 

 

Les résultats de PSI-BLASTp pour la séquence de la protéine (gi|1767043782) sont 

détaillés dans le tableau 5, qui montre les caractéristiques des trois structures protéiques 

homologues trouvées (PDB IDs : 4TKO_B, 5NIK_D et 3FPP_A) ainsi que leurs relations 

avec la séquence de la protéine requête. 

La couverture de la séquence requête par rapport aux structures homologues variait de 

40% à 81% et le pourcentage d'identité variait de 24,90 à 26,79%. 

 

Tableau 5: Résultats de l’analyse PSI-BLASTp de la séquence de cutinase de P. putida 

(gi|1767043782) contre PDB. 

 

Le résultat de PSI-BLASTp pour la séquence de la protéine (gi|558521729) contre PDB 

était négatif (pas de similarité structurale significative trouvée). 

 

PDB 

ID  

Max 

score 

Total 

score 

Query 

coverage 

E 

value 

Per. 

identity 

Accession 

length 

Resolution 

(Ǻ) 

Description Organism 

4TKO_B 99.0 99.0 69% 

 

2e–22 24.09% 

 

358 2.85 Structure of the 

periplasmic 

adaptor protein 

EmrA 

  Aquifex aeolicus VF5 

 

5NIK_D 47.8 47.8 83% 

 

2e–05 22.44% 

 

371 5.3 Structure of the 

MacAB-TolC 

ABC-type 

tripartite 

multidrug efflux 

pump 

  Escherichia coli K-12 

3FPP_A 46.6 46.6 72% 4e–05 22.95% 

 

341 2.99 Crystal 

structure of 

E.coli MacA 

  Escherichia coli 

3LNN_A 39.7 

 

39.7 57% 

 

0.007 

 

24.26% 

 

359 2.8 Crystal 

structure of ZneB  

  Cupriavidus metallidurans 

CH34 

PDB 

ID 

Max 

score 

Total 

score 

Query 

coverage 

E 

value 

Per. 

identity 

Accession 

length 

Resolution 

(Ǻ) 

Description Organism 

4TKO_B 84.3 84.3 81% 

 

4e–18 24.90% 

 

358 2.85 Structure of 

the periplasmic 

adaptor protein 

EmrA 

  Aquifex aeolicus VF5 

 

3FPP_A 38.1 

 

38.1 

 

40% 0.011 26.79% 341 2.99 Crystal 

structure of 

E.coli MacA 

  Escherichia coli 

5NIK_D 38.1 

 

38.1 

 

40% 

 

0.012 26.79% 371 5.3 Structure of 

the MacAB-

TolC ABC-type 

tripartite 

multidrug 

efflux pump 

  Escherichia coli K-12 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4TKO_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ACKEBRJU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5NIK_D?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=ACNBDPBS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/3FPP_A?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=ACNBDPBS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/3LNN_A?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=4&RID=ACNBDPBS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4TKO_B?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=ACKEBRJU016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/3FPP_A?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=ACNBDPBS013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5NIK_D?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=2&RID=ACNBDPBS013
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La recherche de similarité de séquences par l'alignement multiple des séquences 

d’acides aminés des cutinases de P. putida a révélée des régions conservées d'acides aminés, 

KET, YGSXV, AXXLL, AFXLL et DQSG qui peuvent être impliquées dans la fonction 

biologique de chaque enzyme de cutinase de la bactérie P. putida (Figure 9).  

 

 

Figure 9: Alignement multiple des séquences d'acides aminés des cutinases de P. putida. Les symboles de 

Clustal consensus indiquent le degré de conservation ('*' : Exacte, ':' : Substitution conservée, '.' : Substitution 

semi-conservée). 

 

2. Analyse des propriétés physico-chimiques 

Les propriétés physicochimiques, comme le point isoélectrique (pI), le nombre de 

résidus chargés négativement ―Asp + Glu‖ (-R), le nombre de résidus chargés positivement 

―Arg + Lys‖ (+R), le coefficient d'extinction (EC), l'indice d'instabilité (II), la demi-vie, 

l'indice aliphatique (AI) et la grande moyenne d'hydropathie (GRAVY) pour les enzymes 

cutinase de P. putida sont donnés dans le tableau 6. 

Les valeurs théoriques du point isoélectrique (pI) de ces protéines étaient de 5.90, 5.66, 

5.80 et 5.06, ce qui suggère que les protéines cutinase de P. putida sont modérément acides. 

Les valeurs d'indice d'instabilité (II) pour les protéines (gi|746571207) (gi|1944846450) 

(gi|1767043782) étaient respectivement de 25,55, 29,08 et 30,55 (< 40), ce qui classait cette 
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cutinase comme protéine stable. Alors que la valeur de l'indice d'instabilité (II) pour la 

protéine (gi|558521729) était de 42,01 (> 40), ce qui classait cette cutinase comme protéine 

instable. De plus, le coefficient d'extinction (EC) pour chaque protéine était calculé. EC fait 

référence à la quantité de lumière pouvant être absorbée par les protéines en 280 nm (Gill et 

Von Hippel, 1989) et les valeurs d'indice aliphatique (AI) étaient élevées, allant de 85.86 à 

96.63, indiquant que ces protéines sont thermostables. Par ailleurs, la valeur de la grande 

moyenne d'hydropathie (GRAVY) représente les interactions protéine-eau. Les valeurs de 

GRAVY pour toutes les cutinases de P. putida se sont avérées négatives, indiquant la nature 

hydrophile de ces enzymes. 

 

Tableau 6: Propriétés physicochimiques des cutinases de P. putida. 

Numéro 

d’accession (GI) 
PI - R + R EC II Demi-vie AI GRAVY 

gi|746571207 5.90 16 13 16960 25.55 2.8 heures 93.52 -0.368 

gi|1944846450 5.66 45 38 47900 29.08 30 heures 96.63 -0.222 

gi|1767043782 5.80 31 26 19940 30.55 1.4 heures 94.08 -0.312 

gi|558521729 5.06 52 35 81150 42.01 30 heures 85.86 -0.235 

 

L'outil bioinformatique en ligne ExPASy ProtScale selon l’algorithme de Kyte et 

Doolitle a permis de prédire les positions hydrophobes minimales et maximales ainsi que les 

scores hydrophobes pour les séquences des cutinases de P. putida (tableau 7). 

 

Tableau 7: Score hydrophobe et position des protéines cutinase de P. putida à l'aide de 

l'outil ProtScale. 

Numéro d’accession (GI) 
Position 

Min      Max 

Score 

Min         Max 

gi|746571207 11 89 -2.044 1.722 

gi|1944846450 142 28, 29 -2.456 3.700, 3.700   

gi|1767043782 21, 22 221 -2.478, -2.478  1.722  

gi|558521729 295 14 -2.622 3.211 

 

3. Localisation subcellulaire  

Le programme CELLO a prédit pour la protéine (gi|746571207) de P. putida la 

composition en acides aminés, la composition de N-peptide, la composition de séquence 

partitionnée, la composition physico-chimique et la composition de séquence voisine les 

valeurs de 0.520, 0.523, 0.307, 0.906 et 0.508, respectivement (Figure 10). 

De plus, les valeurs de prédiction de la localisation subcellulaire par le programme 

CELLO pour la protéine de P. putida (gi|746571207), y compris les fiabilités pour la 

localisation cytoplasmique, périplasmique, membrane externe, extracellulaire et membrane 
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interne, sont (de grandes à petites valeurs) 1.721, 1.714, 0.797, 0.405 et 0.363, 

respectivement. 

 

Figure 10: Analyse de  prédiction de la localisation subcellulaire de la protéine (gi|746571207) de P. putida. 

* CELLO a prédit que la localisation subcellulaire de la protéine était cytoplasmique et périplasmique. 

 

Le programme CELLO a prédit pour la protéine (gi|1944846450) de P. putida la 

composition en acides aminés, la composition de N-peptide, la composition de séquence 

partitionnée, la composition physico-chimique et la composition de séquence voisine les 

valeurs de 0.784, 0.672, 0.942, 0.650 et 0.695, respectivement (Figure 11). 

De plus, les valeurs de prédiction de la localisation subcellulaire par le programme 

CELLO pour la protéine de P. putida (gi|1944846450), y compris les fiabilités pour la 

localisation de membrane externe, périplasmique, membrane interne, cytoplasmique et 

extracellulaire sont (de grandes à petites valeurs) 3.216, 1.199, 0.286, 0.198 et 0.101, 

respectivement. 

 

 

Figure 11: Analyse de prédiction de la localisation subcellulaire de la protéine (gi|1944846450) de  

P. putida. * CELLO a prédit que la localisation subcellulaire de la protéine était membrane externe. 
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Le programme CELLO a prédit pour la protéine (gi|1767043782) de P. putida la 

composition en acides aminés, la composition de N-peptide, la composition de séquence 

partitionnée, la composition physico-chimique et la composition de séquence voisine les 

valeurs de 0.693, 0.573, 0.444, 0.312 et 0.660, respectivement (Figure 12). 

De plus, les valeurs de prédiction de la localisation subcellulaire par le programme 

CELLO pour la protéine de P. putida (gi|1767043782), y compris les fiabilités pour la 

localisation de membrane externe, périplasmique, cytoplasmique, extracellulaire et membrane 

interne sont (de grandes à petites valeurs) 1.976, 1.592, 0.549, 0.499 et 0.384, respectivement. 

 

 

Figure 12: Analyse de prédiction de la localisation subcellulaire de la protéine (gi|1767043782) de P. 

putida. * CELLO a prédit que la localisation subcellulaire de la protéine était membrane externe et 

périplasmique. 

 

Le programme CELLO a prédit pour la protéine (gi|558521729) de P. putida la 

composition en acides aminés, la composition de N-peptide, la composition de séquence 

partitionnée, la composition physico-chimique et la composition de séquence voisine les 

valeurs de 0.576, 0.463, 0.983, 0.608 et 0.865, respectivement (Figure 13). 

De plus, les valeurs de prédiction de la localisation subcellulaire par le programme 

CELLO pour la protéine de P. putida (gi|558521729), y compris les fiabilités pour la 

localisation périplasmique, cytoplasmique, membrane interne, membrane externe et 

extracellulaire sont (de grandes à petites valeurs) 3.185, 1.035, 0.708, 0.052 et 0.020, 

respectivement. 
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Figure 13: Analyse de prédiction de la localisation subcellulaire de la protéine (gi|558521729) de P. 

putida.* CELLO a prédit que la localisation subcellulaire de la protéine était périplasmique. 

 

4. Prédiction de la solubilité protéique 

La prédiction de la solubilité a été réalisée à l'aide du serveur SOSUI qui calcule 

l'hydrophobicité moyenne et détermine si la protéine est une protéine soluble ou 

transmembranaire. Ainsi, toute partie hydrophobe de la protéine est marquée comme région 

transmembranaire. SOSUI a prédit la séquence des protéines (gi|746571207) et 

(gi|1767043782) de P. putida en tant que des protéines solubles non transmembranaires. Par 

contre, les séquences protéiques (gi|1944846450) et (gi|558521729) ont été prédites comme 

des protéines membranaires contenant les régions transmembranaires allant des positions; 24-

46 et de 6-28, respectivement. 

 

5. Prédiction du signal peptide 

Le serveur SignalP n'a suggéré aucun peptide signal dans les quatre protéines de 

cutinases de P. putida. 

 

6. Prédiction de la structure secondaire 

Le serveur de prédiction de structure secondaire SOPMA a révélé que les cutinases 

(gi|1944846450) et (gi1767043782) de P. putida sont dominées par les hélices α (α-helix), 

puis les boucles (Random coils), ensuite les brins β (Extended strand) et les coudes β (β-turn). 

Alors que pour les protéines  (gi|746571207) et (gi|558521729) de P. putida la structure 

secondaire qui dominait était les boucles (Random coils) et les hélices α (α-helix) et les brins 

β, suivi par les coudes β (β-turn) (tableau 8). 
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Tableau 8: Prédiction de la structure secondaire des cutinases de P. putida par 

SOPMA 

 

 

 

 

 

La structure secondaire des cutinases de P. putida a également été prédite par le serveur 

en ligne PSIPRED 4.0. Les résultats de prédiction de la structure secondaire par PSIPRED 

pour toutes ces cutinases de P. putida semblent être en accord avec les résultats de SOPMA et 

avaient des valeurs de confiance de prédiction qui sont élevées (voir figure 14, figure 15, 

figure 16 et figure 17). 

 

 
 

Figure 14: Prédiction de la structure secondaire de la cutinase de P. putida (gi|746571207) par le serveur 

PSIPRED 4.0. (A) Représentation graphique. (B) Diagramme d'annotation de séquence. Les couleurs 

représentent les éléments de structure secondaire des protéines (jaune pour les brins β, rose pour les hélices α et 

gris pour les boucles). La confiance de la prédiction observée dans toute la structure secondaire prédite était 

élevée, indiquant une grande fiabilité de cette prédiction. 

Accession number (GI) α-helix Extended strand β-turn Random coils 

gi|746571207 25.52% 26.90% 8.28% 39.31% 

gi|1944846450 41.91% 19.60% 5.53% 32.91% 

gi|1767043782 41.88% 19.49% 6.14% 32.49% 

gi|558521729 37.67% 17.44% 3.02% 41.86% 
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Figure 15: Prédiction de la structure secondaire de la cutinase de P. putida (gi|1944846450) par le serveur 

PSIPRED 4.0. (A) Représentation graphique. (B) Diagramme d'annotation de séquence. Les couleurs 

représentent les éléments de structure secondaire des protéines (jaune pour les brins β, rose pour les hélices α et 

gris pour les boucles). La confiance de la prédiction observée dans toute la structure secondaire prédite était 

élevée, indiquant une grande fiabilité de cette prédiction. 
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Figure 16: Prédiction de la structure secondaire de la cutinase de P. putida (gi|1767043782) par le serveur 

PSIPRED 4.0. (A) Représentation graphique. (B) Diagramme d'annotation de séquence. Les couleurs 

représentent les éléments de structure secondaire des protéines (jaune pour les brins β, rose pour les hélices α et 

gris pour les boucles). La confiance de la prédiction observée dans toute la structure secondaire prédite était 

élevée, indiquant une grande fiabilité de cette prédiction. 
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Figure 17: Prédiction de la structure secondaire de la cutinase de P. putida (gi|558521729) par le serveur 

PSIPRED 4.0. (A) Représentation graphique. (B) Diagramme d'annotation de séquence. Les couleurs 

représentent les éléments de structure secondaire des protéines (jaune pour les brins β, rose pour les hélices α et 

gris pour les boucles). La confiance de la prédiction observée dans toute la structure secondaire prédite était 

élevée, indiquant une grande fiabilité de cette prédiction. 
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7. Analyse de la structure tertiaire 

7.1. Prédiction de la structure tertiaire 

Les structures tridimensionnelles des cutinases de P. putida ne sont pas encore 

disponibles à la base des données PDB. Par conséquent, le logiciel Phyre
2
 a été utilisé pour 

prédire ces structures 3D en utilisant une approche de modélisation par homologie. Les 

résultats de cette prédiction structurale sont indiqués dans le tableau 9. 

Phyre
2
 a suggéré le modèle c4dk1B (Structure of the periplasmic adaptor protein EmrA 

de Aquifex aeolicus) comme l'un des meilleurs modèles homologues structuraux pour 3D pour 

les protéines cutinases de P. putida (gi|746571207), (gi|1944846450) et (gi|1767043782) avec 

une confiance de 98.3%, 99.8% et 99.7%, une identité de 21%, 24% et 24% et de couverture 

de 77%, 66 % et 84%, respectivement. Ce résultat a confirmé les structures protéiques les plus 

homologues en tant que modéle (premier homologue structural « premier hit») trouvées par 

l’analyse PSI-BLASTp sur les séquences de cutinases (gi|746571207), (gi|1944846450) et 

(gi|1767043782) contre PDB (voir ci-dessus, tableau 5). 

Tandis que pour la cutinase (gi|558521729) de P. putida, le modèle structural suggéré 

par Phyre
2
 était c2e3jA (la structure cristalline structure d’époxyde hydrolase b « rv1938 » de 

Mycobacterium tuberculosis avec une résolution de 2.1 Ǻ) qui avait une confiance de 98.3, 

une identité de 24% et de couverture de 47%. 

 

Tableau 9: Prédiction de la structure tertiaire des cutinases de P. putida par 

Phyre
2
. 

Numéro d’accession (GI) Modèle Confidence (%) Identity (%) Coverage (%) 

gi|746571207 c4dk1B  98.3 21 77 

gi|1944846450 c4dk1B 99.8 24 66 

gi|1767043782  c4dk0A 99.7 24 84 

gi|558521729  c2e3jA 98.3 24 47 

 

7.2. Raffinement 

Le raffinement des modèles est important pour améliorer la qualité des modèles 

structuraux prédits. Le raffinement de ces modèles 3D prédits pour les protéines cutinases de 

P. putida a été réalisé par le programme en ligne ModRefiner. En effet, il s'agit d'une étape 

cruciale pour rapprocher les modèles de la précision expérimentale en vue d'études 

informatiques ultérieures (Adiyaman et McGuffin, 2019). Ces Structures tridimensionnelles 

prédites des cutinases de P. putida par Phyre
2
 après le raffinement structural ont été 

visualisées et optimisées par le logiciel de visualisation moléculaire PyMOL (Voir figures 18, 

19, 20 et 21). 
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Figure 18: Structure 3D prédite de la cutinase de P. putida (gi|746571207) produite par Phyre
2
, raffinée 

par le serveur ModRefiner et visualisée par le logiciel de graphisme moléculaire PyMOL 2.3. Prédiction de 

la structure secondaire de la cutinase montrant l'hélice α (rubans rouges), les feuillets β (flèches jaunes) et les 

boucles (vert). 

 

 

Figure 19: Structure 3D prédite de la cutinase de P. putida (gi|1944846450) produite par Phyre
2
, raffinée 

par le serveur ModRefiner et visualisée par le logiciel de graphisme moléculaire PyMOL 2.3. Prédiction de 

la structure secondaire de la cutinase montrant l'hélice α (rubans rouges), les feuillets β (flèches jaunes) et les 

boucles (vert). 
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Figure 20: Structure 3D prédite de la cutinase de P. putida (gi|1767043782) produite par Phyre
2
, raffinée 

par le serveur ModRefiner et visualisée par le logiciel de graphisme moléculaire PyMOL 2.3. Prédiction de 

la structure secondaire de la cutinase montrant l'hélice α (rubans rouges), les feuillets β (flèches jaunes) et les 

boucles (vert). 

 

 

Figure 21: Structure 3D prédite de la cutinase de P. putida (gi|558521729) produite par Phyre
2
, raffinée 

par le serveur ModRefiner et visualisée par le logiciel de graphisme moléculaire PyMOL 2.3. Prédiction de 

la structure secondaire de la cutinase montrant l'hélice α (rubans rouges), les feuillets β (flèches jaunes) et les 

boucles (vert). 

 

7.3. Validation 

La qualité stéréochimique des modèles initiaux et des modèles raffinés des cutinases de 

P. putida a été évaluée après le processus de raffinement à l'aide de calculs du diagramme de 

Ramachandran calculés à l’aide du programme PROCHECK dans le serveur d'analyse et de 

vérification structurelle, SAVES v6.0 (Voir figures 22, 23, 24 et 25). 
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Figure 22: Validation de la structure par le diagramme de Ramachandran du modèle de cutinase de P. 

putida (gi|746571207) de PROCHECK (serveur SAVE v6.0). A. modèle initial. B. Modèle raffiné. Les 

régions les plus favorisées sont marquées comme A, B et L (rouge). Les régions supplémentaires autorisées sont 

marquées comme a, b, l et p (jaune), les régions généreusement autorisées sont marquées comme ~a, ~b, ~l et ~p 

(jaune clair) et les régions non autorisées (blanc). Tous les résidus non glycine et non proline sont représentés par 

des carrés noirs pleins, tandis que les glycines (non terminales) sont représentées par des triangles noirs pleins. 

 

 

Figure 23: Validation de la structure par le diagramme de Ramachandran du modèle de cutinase de P. 

putida (gi|1944846450) de PROCHECK (serveur SAVE v6.0). A. modèle initial. B. Modèle raffiné. Les 

régions les plus favorisées sont marquées comme A, B et L (rouge). Les régions supplémentaires autorisées sont 

marquées comme a, b, l et p (jaune), les régions généreusement autorisées sont marquées comme ~a, ~b, ~l et ~p 

(jaune clair) et les régions non autorisées (blanc). Tous les résidus non glycine et non proline sont représentés par 

des carrés noirs pleins, tandis que les glycines (non terminales) sont représentées par des triangles noirs pleins. 
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Figure 24: Validation de la structure par le diagramme de Ramachandran du modèle de cutinase de P. 

putida (gi|1767043782) de PROCHECK (serveur SAVE v6.0). A. modèle initial. B. Modèle raffiné. Les 

régions les plus favorisées sont marquées comme A, B et L (rouge). Les régions supplémentaires autorisées sont 

marquées comme a, b, l et p (jaune), les régions généreusement autorisées sont marquées comme ~a, ~b, ~l et ~p 

(jaune clair) et les régions non autorisées (blanc). Tous les résidus non glycine et non proline sont représentés par 

des carrés noirs pleins, tandis que les glycines (non terminales) sont représentées par des triangles noirs pleins. 

 

 

Figure 25: Validation de la structure par le diagramme de Ramachandran du modèle de cutinase de P. 

putida (gi|558521729) de PROCHECK (serveur SAVE v6.0). A. modèle initial. B. Modèle raffiné. Les 

régions les plus favorisées sont marquées comme A, B et L (rouge). Les régions supplémentaires autorisées sont 

marquées comme a, b, l et p (jaune), les régions généreusement autorisées sont marquées comme ~a, ~b, ~l et ~p 

(jaune clair) et les régions non autorisées (blanc). Tous les résidus non glycine et non proline sont représentés par 

des carrés noirs pleins, tandis que les glycines (non terminales) sont représentées par des triangles noirs pleins. 
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Dans le diagramme de Ramachandran de tous les modèles protéiques prédits (initiaux et 

raffinés) des cutinases de P. putida, les pourcentages de résidus présents dans les différentes 

régions ont été rapportés dans le tableau 10. 

Par conséquent, le diagramme de Ramachandran de toutes les cutinases de P. putida a 

validé la structure des modèles 3D raffinées de ces protéines, car ces modèles suivent les 

angles dièdres du diagramme de Ramachandran occupés dans les régions favorables. 

 

Tableau 10: La validation de la prédiction des structures tertiaires originales et raffinées 

des cutinases de P. putida par les diagrammes de Ramachandran. 

Protein 

Type 

du 

modéle 

Region 

favorisée 

(%) 

Region autorisée 

supplémentaire 

(%) 

Region 

généreusement 

autorisée (%) 

Region non 

autorisée 

(%) 

gi|746571207 
Initial 49.5 35.2 9.5 5.7 

Raffiné 89 8.7 1.2 1.2 

gi|1944846450 
Initial 65.4 26.8 5.4 2.3 

Raffiné 81.7 16.3 0.8 1.2 

gi|1767043782 
Initial 61.8 27.8 7.5 2.8 

Raffiné 84.4 13.2 0.9 1.4 

gi|558521729 
Initial 84.4 9.8 3.5 2.3 

Raffiné 82.9 12.4 2.9 1.9 

 

8. Analyse fonctionnelle 

8.1. Interactions protéine-protéine 

L'analyse fonctionnelle de la protéine (gi|746571207) a révélée dix interactions avec des 

partenaires protéiques potentielles dans le réseau d'interaction protéique tels que résolus par 

l’analyse de la base des données STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting 

Genes/Proteins) v11.5. La protéine de requête (nœud rouge, ACA72578.1) avait dix protéines 

partenaires avec des scores de confiance de 0,997 à 0,507, qui indiquait le réseau fonctionnel 

parmi l'ensemble des protéines d'un organisme donné (ici la bactérie Pseudomonas putida).  

Par conséquent, la protéine d'interaction la plus proche a été détectée avec le nœud le 

plus court, ACA72579.1 (transporteur Mfs, famille dha2, protéine de résistance multidrogue) 

et ayant un score de 0,997, alors que la protéine d'interaction distante a été détectée avec le 

nœud le plus distant, ACA74869.1 (membrane protéine de fusion, système d'efflux 

multidrogues) et ayant un score de 0,507.  

L'interaction protéine-protéine de la cutinase de P. putida (gi|746571207) générée par 

STRING est présentée à la figure 26 et au tableau 11. 
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Figure 26: Analyse du réseau d'interaction protéine-protéine pour la cutinase de P. putida (gi|746571207) 

détectée via la base de données STRING. Le nœud rouge (cutinase de P. putida) et d'autres nœuds 

représentaient ses partenaires fonctionnels prédits de P. putida (tableau 11). 

 

Tableau 11: Partenaires protéiques fonctionnels prédits de la cutinase de P. putida 

(gi|746571207). 

Node Annotation Score 

ACA72579.1 Mfs transporter, dha2 family, multidrug resistance protein 0.997 

ACA72577.1 regulatory protein MarR 0.846 

ACA71371.1 outer membrane efflux protein 0.787 

ACA75192.1 outer membrane efflux protein 0.646 

ACA75524.1 outer membrane efflux protein 0.525 

ACA73294.1 Membrane fusion protein, multidrug efflux system 0.518 

ACA71529.1 outer membrane efflux protein 0.516 

ACA72946.1 outer membrane efflux protein 0.512 

ACA71377.1 major facilitator superfamily MFS_1 0.507 

ACA74869.1 Membrane fusion protein, multidrug efflux system 0.507 

 

Concernant la protéine (gi|1944846450), la protéine de requête (nœud rouge, 

AGN79370.1) avait dix protéines partenaires avec des scores de confiance de 0, 843 à 0, 478.  

Par conséquent, la protéine d'interaction la plus proche a été détectée avec le nœud le 

plus court, emrB (Multidrug resistance protein B) et ayant un score de 0,843, alors que la 

protéine d'interaction distante a été détectée avec le nœud le plus distant, AGN80217.1 

(Secretion protein HylD) et ayant un score de 0,478.  

L'interaction protéine-protéine de la cutinase de P. putida (gi|1944846450) générée par 

STRING est présentée à la figure 27 et au tableau 12. 
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Figure 27: Analyse du réseau d'interaction protéine-protéine pour la cutinase de P. putida (gi|1944846450) 

détectée via la base de données STRING. Le nœud rouge (cutinase de P. putida) et d'autres nœuds 

représentaient ses partenaires fonctionnels prédits de P. putida (tableau 12). 

 

Tableau 12: Partenaires protéiques fonctionnels prédits de la cutinase de P. putida 

(gi|1944846450). 

Node Annotation Score 

emrB Multidrug resistance protein B 0.843 

AGN78394.1 DSBA oxidoreductase 0.835 

AGN78336.1 DSBA oxidoreductase 0.815 

AGN80501.1 RND transporter 0.671 

AGN80807.1 Channel protein TolC 0.665 

AGN80495.1 MFS transporter 0.514 

AGN79757.1 Catalyzes the hydration of gamma-carboxygeranoyl-CoA to 

3-hydroxy-gamma-carboxygeranoyl-CoA 

0.512 

AGN79371.1 MarR family transcriptional regulator 0.500 

AGN80498.1 Membrane protein 0.490 

AGN80217.1 Secretion protein HylD 0.478 

 

Le résultat détaillé d’analyse fonctionnelle (nom et nombre de partenaires protéiques 

potentiels ainsi que leurs scores) de la protéine (gi|1767043782) était le même par rapport à 

celui trouvé pour  la protéine (gi|1944846450) de P. putida (Voir figure 28 et au tableau 13). 
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Figure 28: Analyse du réseau d'interaction protéine-protéine pour la cutinase de P. putida (gi|1767043782) 

détectée via la base de données STRING. Le nœud rouge (cutinase de P. putida) et d'autres nœuds 

représentaient ses partenaires fonctionnels prédits de P. putida (tableau 13). 

 

Tableau 13: Partenaires protéiques fonctionnels prédits de la cutinase de P. putida 

(gi|1767043782). 
 

Node Annotation Score 

emrB Multidrug resistance protein B 0.843 

AGN78394.1 DSBA oxidoreductase 0.835 

AGN78336.1 DSBA oxidoreductase 0.815 

AGN80501.1 RND transporter 0.671 

AGN80807.1 Channel protein TolC 0.665 

AGN80495.1 MFS transporter 0.514 

AGN79757.1 Catalyzes the hydration of gamma-carboxygeranoyl-CoA to 

3-hydroxy-gamma-carboxygeranoyl-CoA 

0.512 

AGN79371.1 MarR family transcriptional regulator 0.500 

AGN80498.1 Membrane protein 0.490 

AGN80217.1 Secretion protein HylD 0.478 

 

Concernant la protéine (gi|558521729), la protéine de requête (nœud rouge, Pput_1230) 

avait dix protéines partenaires avec des scores de confiance de 0, 981 à 0, 419.  
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Par conséquent, la protéine d'interaction la plus proche a été détectée avec le nœud le 

plus court, Pput_1231 (Phosphatidyl glycerol lysyl transferase) et ayant un score de 0,981, 

alors que la protéine d'interaction distante a été détectée avec le nœud le plus distant, 

Pput_1332 (annotation not available) et ayant un score de 0,419.  

L'interaction protéine-protéine de la cutinase de P. putida (gi|558521729) générée par 

STRING est présentée à la figure 29 et au tableau 14. 

 

 

Figure 29: Analyse du réseau d'interaction protéine-protéine pour la cutinase de P. putida (gi|558521729) 

détectée via la base de données STRING. Le nœud rouge (cutinase de P. putida) et d'autres nœuds 

représentaient ses partenaires fonctionnels prédits de P. putida (tableau 14). 

 

Tableau 14: Partenaires protéiques fonctionnels prédits de la cutinase de P. putida 

(gi|558521729). 

Node Annotation Score 

Pput_1231 Phosphatidyl glycerol lysyl transferase 0.981 

Pput_4056 annotation not available 0.570 

Pput_4028 annotation not available 0.478 

Pput_1427 annotation not available 0.477 

Pput_1043 TonB-dependent receptor 0.462 

Pput_4814 Mig-14 family protein 0.462 

Pput_4458  protein of unknown function DUF1656 0.431 

Pput_4813 LmbE family protein 0.424 

Pput_4651 annotation not available 0.420 

Pput_1332 annotation not available 0.419 
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8.2. Recherche de motifs protéiques 

À partir de l'étude fonctionnelle de la cutinase de P. putida (gi | 746571207), le serveur 

MOTIF finder a détecté deux motifs fonctionnels (Figure 30). 

 

Figure 30: Résultat du MOTIFfinder montrant le motif fonctionnel de la cutinase de P. putida 

(gi|746571207) 

 

Concernant la recherche des motifs protéiques pour la protéine (gi|1944846450) de P. 

putida, le serveur MOTIF finder a détecté dix huit motifs fonctionnels (Figure 31). 

 

Figure 31: Résultat du MOTIFfinder montrant le motif fonctionnel de la cutinase de P. putida 

(gi|1944846450). 

 

Le serveur MOTIF finder a détecté sept motifs fonctionnels pour la protéine 

(gi|1767043782) de P. putida (Figure 32). 



Résultats et discussion 
 

59 
 

 

Figure 32: Résultat du MOTIFfinder montrant le motif fonctionnel de la cutinase de P. putida 

(gi|1767043782) 

 

Le serveur MOTIF finder a détecté quatre motifs fonctionnels pour la protéine 

(gi|558521729) de P. putida (Figure 33). On remarque que parmi toutes protéines cutinases 

de P .putida, seulement la protéine (gi|558521729) annotée cutinase family protein posséde le 

motif cutinase (Numéro d’accession NCBI Accession PF01083 dans la base des données 

Pfam) dans les positions 273..333 avec un E-value de 0.0029. De plus, les autres motifs 

trouvés par MOTIF dans finder cette protéine sont bacterial virulence protein (VirJ), α/β 

hydrolase fold et Serine aminopeptidase, S33.  

 

Figure 33: Résultat du MOTIFfinder montrant le motif fonctionnel de la cutinase de P. putida 

(gi|558521729) 
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8.3. Analyse du site actif 

Les résidus d’acides aminés du site actif de l’enzyme (gi|746571207) de P. putida qui 

ont été déterminés par le serveur COFACTOR sont alanine 227, thréonine 231, aspartate 232 

et lysine 257 par le serveur COFACTOR (Figure 34).  

Le score « BS-score » est une mesure de la similarité locale (séquence et structure) entre 

le site de liaison du modèle et le site de liaison prédit dans la structure de la requête était pour 

cette protéine de 1,26 (> 0,5), ce qui représente une correspondance locale significative entre 

le site de liaison prédit et le site de liaison du modèle.  

Dans notre cas, le meilleur modéle protéique avec un site de liaison similaire proposé 

par COFACTOR avec le meilleur BS-score était Haloalkane dehalogenase complexé avec le 

sacharose (ligand) chez Bradyrhizobium japonicum, pdb id, 3A2M. 

 

 
Figure 34: Sites de liaison des ligands de la cutinase de P. putida (gi|746571207) prédits par COFACTOR 

et visualisés par le logiciel de graphisme moléculaire PyMOL 2.3. (A) montrant les sites de liaison de ligand 

(Ala 227, Thr 231, Asp 232 et Lys 257). (B) Vue de surface de la protéine avec son ligand dans le site actif. Les 

sphères représentent le ligand (blanc). Sites de liaison du ligand (blanc) avec la structure du modéle (bleu). 

 

Les résidus d’acides aminés du site actif de l’enzyme de P. putida (gi|1944846450) qui 

ont été déterminés alanine 305, asparagine 307, alanine 308, thréonine 309 et glycine 310 

COFACTOR sont avec un BS-score qui est égal à 1.22 (> 0,5) (Figure 35).  

Le meilleur modéle protéique avec un site de liaison similaire proposé par COFACTOR 

avec le meilleur BS-score était similaire était Trypsin-modified Elongation Factor Tu 

complexé avec le GDP, Guanosine-5'-DiPhosphate (ligand) chez Escherichia coli, pdb id, 

2hdnA. 
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Figure 35: Sites de liaison des ligands de la cutinase de P. putida (gi|1944846450) prédits par COFACTOR 

et visualisés par le logiciel de graphisme moléculaire PyMOL 2.3. (A) montrant les sites de liaison de ligand 

(Ala 305, Asp 307, Ala 308, Thr 309 et Gly 310). (B) Vue de surface de la protéine avec son ligand dans le site 

actif. Les sphères représentent le ligand (blanc). Sites de liaison du ligand (blanc) avec la structure du modéle 

(bleu). 

  

Les résidus d’acides aminés du site actif de l’enzyme de P. putida (gi1767043782) qui 

ont été déterminés par COFACTOR sont arginine 116, glycine 118, proline 119 et glycine 

120 avec un BS-score qui est égal à 0.51 (> 0,5) (Figure 36). 

 
Figure 36: Sites de liaison des ligands de la cutinase de P. putida (gi|1767043782) prédits par COFACTOR 

et visualisés par le logiciel de graphisme moléculaire PyMOL 2.3. (A) montrant les sites de liaison de ligand 

(Arg 116, Gly 118, Pro 119 et Gly 120). (B) Vue de surface de la protéine avec son ligand dans le site actif. Les 

sphères représentent le ligand (blanc). Sites de liaison du ligand (blanc) avec la structure du modéle (bleu). 
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Le meilleur modéle protéique avec un site de liaison similaire proposé par COFACTOR 

avec le meilleur BS-score était multidrug ABC transporter Sav1866 complexé avec le ANP, 

Adenyl-5'-yl imidodiPhosphate (ligand) chez Staphylococcus aureus, pdb id, 2ONJ. 

 

Les résidus d’acides aminés du site actif de l’enzyme (gi|558521729) de P. putida qui 

ont été déterminés glycine 35, thréonine 36, valine 37, serine 39 et histidine 72 par 

COFACTOR sont avec un BS-score qui est égal à 0.93 (> 0,5) (Figure 37). 

Le meilleur modéle protéique avec un site de liaison similaire proposé par COFACTOR 

avec le meilleur BS-score était P Domain VA387 complexé avec UUU (ligand) chez 

Norovirus, pdb id, 2obtA. 

 

Figure 37: Sites de liaison des ligands de la cutinase de P. putida (gi|558521729) prédits par COFACTOR 

et visualisés par le logiciel de graphisme moléculaire PyMOL 2.3. (A) montrant les sites de liaison de ligand 

(Gly 35, Thr 36, Val 37, Ser 39 et His 72). (B) Vue de surface de la protéine cutinase avec ligand dans le site 

actif exposé de la poche. Les sphères représentent le ligand (blanc). Sites de liaison du ligand (blanc) avec 

structure cutinase (bleu). 

L’ensemble de ces résultats de caractérisation bioinformatique des cutinases de la 

bactérie P. putida suggère que le meilleur candidat potentiel protéique pour être produit dans 

un system d’expression hétérologue est la cutinase (gi|558521729) qui est annotée ―cutinase 

family protein‖. Cette protein possède, entre autres, un motif de la famille des cutinases et un 

motif de la famille des hydrolases. 

En effet, des études ont montré que les enzymes cutinases appartiennent à la classe des 

serine estérases (enzymes à serine) et à la super famille des hydrolases avec un repliement 
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α/β, un motif GXSXG conservé et une triade catalytique Ser-His-Asp/Glu « S-H-D/E» (Chen 

et al., 2008). Cet ordre de séquence d’acides aminés dans la triade catalytique chez les 

cutinases correspond également à d'autres types d'enzymes lipases (Martinez et al., 1994). De 

plus, La sérine catalytique de l'enzyme cutinase est située au milieu d'une boucle entre un brin 

β et une hélice α (Carvalho et al., 1999). 

Nos résultats de l’alignement multiple des cutinases de P. putida de recherche de motif 

protéique et l’analyse du site actif pour la protéine cutinase (gi|558521729) sont comparables 

à rapport à l’étude in silico de cutinase de Pseudomonas fluorescence dans l’analyse 

fonctionnelle enzymatique (Bakli et al., 2021).  

En outre, nos résultats sont en accord avec travaux montrant que contrairement aux 

lipases, qui ont une structure secondaire ou « coiffe » hydrophobe qui recouvre le site actif, la 

plupart des cutinases n'ont pas leur site actif catalytique protégé ―site actif non couvert‖ 

(Martínez et Maicas, 2021) et que la superfamille des hydrolases α/β possède sa serine 

catalytique exposée au solvant avec un site actif flexible (Zerva et al., 2021). Une exception 

de cette caractéristique est le site actif de la cutinase fongique de Trichoderma reesei, qui a un 

site actif couvert, similaire à une lipase (Roussel et al., 2014). 

De plus, ces caractéristiques enzymatiques structurales et fonctionnelles induisent une 

adaptation du site actif de l’enzyme cutinase à de différents substrats et à de substrats de, 

relativement, grande taille comme la cutine « polymères naturels » (Bakli et al., 2021) mais 

aussi aux polymères synthétiques qui peuvent facilement accéder au site active de la cutinase 

(Martinez et al., 1992).  

Notre étude bioinformatique fonctionnelle et en particulier la prédiction du site actif des 

enzymes cutinases de P. putida nécessite plus d’investigation des ligands et d’analyse 

d’arrimage moléculaire (docking) afin de prédire la (les) conformation (s) en termes de 

positions et orientations relatives les plus favorables du ligand au sein de son récepteur pour 

former un complexe enzymatique stable. 
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Les cutinases sont des enzymes complexes produites par de nombreux micro-

organismes, notamment des champignons et des bactéries, qui dégradent la cutine de 

biopolyester insoluble. Il existe de nombreux domaines de l'industrie, notamment 

l'alimentation, l'agriculture, la désintoxication, les produits laitiers, le textile, la lessive, les 

produits chimiques et l'industrie pharmaceutique, où les cellulases microbiennes ont une 

grande application. L’analyse in silico des caractéristiques physico-chimiques et autres d'une 

protéine est donc très importante pour avoir un aperçu théorique de l'enzyme d’intérêt. Cette 

étude présente la première analyse structurelle et fonctionnelle rapportée des cutinases de 

Pseudomonas putida. 

En raison de la non-disponibilité des structures cristallines tridimensionnelles de 

certaines protéines, l'analyse in silico et la modélisation par homologie à partir de la séquence 

primaire protéique est l'une des méthodes très utiles pour étudier les aspects structure-fonction 

de la protéine d'intérêt. 

Notre étude fournit une approche fructueuse pour la sélection des enzymes cutinases de 

P. putida avec les propriétés appropriées, par exemple les propriétés physicochimiques, 

hydrophobicité et structure et fonction en utilisant les outils bioinformatiques ainsi que les 

informations contenues dans les bases de données à partir d'un hôte bactérien prometteur pour 

l'industrie et la valorisation de la biomasse végétale qui est la bactérie Pseudomonas putida.  

De plus, cette étude de caractérisation bioinformatique serait un outil prometteur afin de 

concevoir des cutinases aux caractéristiques souhaitables dans le but de les exploiter au 

niveau industriel. Afin de répondre à la forte demande des secteurs industriels et 

agroalimentaires pour l'enzyme cutinase, il est nécessaire à l'avenir de produire davantage 

cette protéine à grande échelle. 

Par ailleurs, les enzymes cutinases de P. putida caractérisée théoriquement dans notre 

étude peuvent être testées expérimentalement en présence de différentes conditions 

industrielles comme par exemple une large gamme de pHs, de températures, de salinité, de 

pression osmotique, d’agents réducteurs, en présence des ions, des solvants organiques, des 

métaux lourds, …etc. 

Ces outils bioinformatiques proposés pour caractériser les cutinases de P. putida sont 

prérequis pour prédire les caractéristiques structurelles et fonctionnelles, facilitant ainsi 

l'analyse expérimentale des protéines. L’analyse expérimentale consiste à produire ces 

protéines recombinantes ou une d’entre elles dans un system bactérien d’expression 

hétérologue et de clonage (Escherichia coli) par exemple, en purifiant la protéine d’intérêt 

pour des études structurales et/ou fonctionnelles.  
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Résumé 
Les cutinases (E.C. 3.1.1.74) sont des hydrolases ester carboxylique à serine, qui dégradent la cutine, 

un polyester aliphatique insoluble excrété par la cuticule de la plante. Ces enzymes sont utilisées dans 

divers secteurs industriels tels que l'alimentation, l'agriculture, la détoxification, le textile, la 

blanchisserie, la chimie et l'industrie pharmaceutique. Les cutinases sont produites par les 

champignons et les bactéries phytopathogènes. Cependant, il y a relativement peu de connaissance sur 

les cutinases bactériennes. Plusieurs caractéristiques d'un hôte prometteur pour l'industrie et la 

valorisation de la biomasse végétale de la bactérie Pseudomonas putida ont été démontrées comme 

son métabolisme remarquablement polyvalent, sa capacité unique à s'adapter à des conditions 

environnementales difficiles, et à résister aux réactions redox difficiles, aux solvants industriels et aux 

stress oxydatifs.  

L'objectif de ce travail était de caractériser les cutinases de P. putida en utilisant des outils 

bioinformatiques. Par conséquent, l'analyse détaillée in silico de quatre protéines de cutinase a été 

réalisée en ce qui concerne leurs propriétés physicochimiques, la localisation subcellulaire, la 

prédiction de la solubilité et la prédiction du signal peptidique, les prédictions de structure secondaire 

et tertiaire basées sur l'approche de modélisation d'homologie et l'analyse fonctionnelle. Cette étude 

contribue à la compréhension des propriétés structurales et fonctionnelles des cutinases de P. putida 

permettant leur large production et exploitation dans divers secteurs industriels. 
 

Mots clés : cutinase, cutine, Pseudomonas putida, analyse in silico, modélisation par 

homologie. 

 
Abstract 
Cutinases (E.C. 3.1.1.74) are serine carboxylic ester hydrolases, that degrade cutin, an insoluble 

aliphatic polyester excreted from the plant cuticle. Theses enzymes are used in various industrial 

sectors such as the food, agriculture, detoxification, dairy product, textile, laundry, chemicals, and 

pharmaceutical industry. Cutinases are produced by phytopathogenic fungi and bacteria. However, 

little is known about bacterial cutinases. Several features of a promising host for industry and plant 

biomass valorization of Pseudomonas putida bacteria have been demontrated like its remarkably 

versatile metabolism, its unique capacity to adapt to harsh environmental conditions, and to resist to 

difficult redox reactions, industrial solvents, and oxidative stresses.  

The aim of this work was to characterize cutinases from P. putida by using bioinformatics tools. 

Therefore, the detailed in silico analysis of four cutinase proteins was performed with respect to their 

physicochemical properties, subcellular localization, solubility prediction, and peptide signal 

prediction, secondary and tertiary structure predictions based on homology modeling approach and 

functional analysis. This study contributes in structural and functional properties understanding of the 

cutinases from P. putida allowing their wide production and exploiting in various industrial sectors. 
 

Keywords : cutinase, cutin, Pseudomonas putida, in silico analysis, homology modeling. 

 
 :ملخص

ػببسة ػٍ هٍذسونٍسبث إسخش كشبىكسٍهً سٍشٌٍ ، حؼًم ػهى ححهم انكىحٍٍ ، وهى بىنٍسخش أنٍفبحً غٍش  (EC 3.1.1.74)انكىحٍُبصاث 

حسخخذو هزِ الإَضًٌبث فً يخخهف انمطبػبث انصُبػٍت يثم الأغزٌت وانضساػت وإصانت انسًىو . لببم نهزوببٌ ٌفشص يٍ بششة انُببث

ٌخى إَخبج انكٍخٍُبصاث ػٍ طشٌك انفطشٌبث انًًشضت نهُببث . ويُخدبث الأنببٌ وانًُسىخبث وانغسٍم وانكًٍبوٌبث وانصُبػبث انذوائٍت

انؼذٌذ يٍ يٍضاث يضٍف واػذ نهصُبػت وحثًٍٍ انكخهت انحٍىٌت انُببحٍت . ويغ رنك ، لا ٌؼُشف انكثٍش ػٍ انكخٍُبصاث انبكخٍشٌت. وانبكخٍشٌب

لذ حى إبطبل يفؼىنهب يثم انخًثٍم انغزائً انًخُىع بشكم يهحىظ ، ولذسحهب انفشٌذة ػهى انخكٍف يغ  Pseudomonas putidaنبكخٍشٌب 

 .انظشوف انبٍئٍت انمبسٍت ، ويمبويت حفبػلاث الأكسذة والاخخضال انصؼبت ، وانًزٌببث انصُبػٍت ، وانضغىط انًؤكسذة

نزنك ، حى إخشاء انخحهٍم .  ببسخخذاو أدواث انًؼهىيبحٍت انحٍىٌتP. putidaكبٌ انهذف يٍ هزا انؼًم هى حىصٍف انكخٍُبصاث يٍ 

لأسبؼت بشوحٍُبث كىحٍٍُض فًٍب ٌخؼهك بخصبئصهب انفٍضٌبئٍت وانكًٍٍبئٍت ، وانخىطٍٍ انخهىي ، وانخُبؤ ببنزوببٌ ،  in silicoانًفصم 

حسبهى هزِ انذساست فً فهى . وحُبؤ إشبسة انببخٍذ، وحُبؤاث انبٍُت انثبَىٌت وانثبنثٍت بُبءً ػهى َهح ًَزخت انخًبثم وانخحهٍم انىظٍفً

 يًب ٌسًح بئَخبخهب ػهى َطبق واسغ واسخغلانهب فً يخخهف انمطبػبث P. putida  يcutinasesٍانخصبئص انهٍكهٍت وانىظٍفٍت نهـ 

 .انصُبػٍت
 

 . ، ًَزخت انخُبددin silico، ححهٍم Pseudomonas putida انكىحٍُبص ، انكىحٍٍ ، : المفتاحية الكلمات


