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Abstract 

The emerging view considers enzymes to be highly flexible and dynamic biomolecules, in contrast 

to the conventional view of enzymes as rigid structural scaffolds. The interplay of structure and 

dynamics with the enzyme function has recently garnered much attention. The thesis titled 

‘Biophysical Investigations of Adenylate Kinase (AK3L1) in the Crowded Milieu – 

Correlating Activity, Conformation, Structure and Dynamics’ is focused on understanding the 

correlation between activity, conformational flexibility, structure and dynamics of Escherichia coli 

adenylate kinase (AK3L1, UniProt Id: Q9UIJ7) under cell-mimicking crowded environments. The 

thesis entails a comprehensive investigation of the aspects that link enzyme catalysis to the 

dynamics at sub-nanosecond timescale and hence modulation of the overall energy landscape of 

the enzyme under different conditions, through fluorescence based spectroscopic studies. 

Chapter 1 entitled ‘Introduction’ includes a brief introduction to the biophysical view of the 

enzymes, emphasizing mainly on the conformational motions at different timescales affecting the 

enzyme catalytic turnover. The energetic coupling of the enzyme dynamics with solvent has been 

discussed from different perspectives. The implications of the complex cellular interior mimicking 

macromolecular crowders on enzyme kinetics, conformational changes and dynamics have been 

talked about. Later in this chapter, these aspects have been discussed with regards to the 

multidomain enzyme, adenylate kinase (AK3L1). 

Chapter 2 entitled ‘Materials and Methodologies’ describes chemical procurement, sample 

preparation along with different spectroscopic techniques used during the investigation. 

Specifically, UV-Vis spectroscopy, steady-state and time-resolved fluorescence, circular 

dichroism were used to carry out the characterization. 

Chapter 3 entitled ‘Expression, Purification, Mutations and Enzymatic Activity Assay of 

AK3L1’ describes recombinant expression and purification of recombinant E. Coli adenylate 

kinase (AK3L1). The expressed protein was subsequently characterized using spectroscopic 

techniques, like UV-Visible spectroscopy, fluorescence measurements and CD scans for 

secondary structure determination. The construction of (alanine to cysteine) three single point 

mutants using site directed mutagenesis has been discussed. Activity assay and analysis of kinetic 

parameters of AK3L1 as well as its mutants have also been described. 

Chapter 4 entitled ‘Understanding enzyme behavior in a crowded scenario through 

modulation in activity, conformation and dynamics’ addresses the different aspects by which 
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the crowded environment can affect the overall landscape of the multidomain enzyme AK3L1, 

through modulation in activity, structure and dynamics. Macromolecular crowders of different 

sizes and morphology have been used to mimic cellular conditions, namely, Ficoll 70, Dextran 40, 

Dextran 70 and PEG 8. The chapter focuses on the effect of crowders on the equilibrium properties 

of the enzyme, activity enhancement, domain movement monitored through FRET and local 

dynamics at sub-nanosecond timescale through solvation studies. Through this multipronged 

approach, a distinct correlation between activity, structure and dynamics has been observed, where 

crowders not only increased activity manifolds, but higher crowder concentration, mainly Ficoll 

70, above 100 g/L, led to reduction in activity due to excess structural compaction and rigidity. 

Chapter 5 entitled ‘Correlating Local and Global Dynamics of an Enzyme in the Crowded 

Milieu’ describes an extensive study comparing the sub-nanosecond time-scale local dynamics 

with the global structural fluctuations of AK3L1 using solvation dynamics and quenching studies 

respectively, in the absence and presence of different concentrations of macromolecular crowders. 

Activation energy profiles of local dynamics were determined through temperature-dependent 

solvation studies at three different sites along the polypeptide backbone spanning different 

domains, while the activation energy for global dynamics was monitored using tryptophan 

quenching studies at different temperatures. In spite of the fact that solvation times increased as a 

function of crowding, the activation energies associated with the local dynamics undergoes a 

significant decrease as we increase the crowder concentrations. The crowded environment also 

aids in enhancing coupling between the local and global dynamics of multidomain enzyme. The 

study not only provides new insights into how crowding affects internal protein dynamics, but also 

mirrors the role of local motions as mechanical precursors in controlling the global motions when 

subjected to crowded conditions. 

Chapter 6 entitled ‘Towards the Energy Landscape of Adenylate Kinase in Crowded Milieu: 

Activity, Conformation, Structure and Dynamics in Sequence’ describes the activity, structure 

and dynamics of AK3L1 under crowded conditions as a function of urea induced chemical 

denaturation. The enzyme exhibited an initial increase in activity as a function of urea, in contrast 

to the expected decline in activity as a result of structural unfolding. The study presents interesting 

aspects, wherein a sequential trend of events was observed, with activity getting affected the first 

followed by structure, conformation and local dynamics. Higher urea concentration leads to 

appreciable alteration in structure (through CD) and conformation (through FRET). Surprisingly, 
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the increase in enzyme dynamics up to around 3-4 M urea shows that the enzyme gains structure 

around the local mutated site (A132C) even when it undergoes a significant decrease in global 

conformation. The results further prove that the observed protein dynamics are highly local in 

nature and are not necessarily coupled to the global structure of enzyme. 

Chapter 7 entitled ‘Conclusions and Future Perspectives’ encompasses the conclusions drawn 

from the overall investigations carried out and the future scope of the research work. In brief, the 

thesis presents an insightful experimental investigation of the modulation in activity, structure, 

conformation and dynamics of the enzyme under the effect of macromolecular crowders. The 

enhancement in enzyme activity, reduced activation energy barrier of local dynamics and overall 

enzyme landscape alterations are the observed effects of cell-mimicking crowders. The interplay 

of intrinsic factors of proteins along with the extrinsic solvent factors have also been highlighted. 

The overall findings of this work provide a solid groundwork for a number of future directions, 

such as similar investigations in mixed macromolecular crowders, in vivo (cell based) studies 

probing conformational changes using FLIM and FRET approaches, single molecule studies using 

FCS and smFRET and much more. 
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सार 

उभरता हुआ दृष्टिकोण एंजाइमो ंको कठोर संरचनात्मक मचानो ंके रूप में एंजाइमो ंके पारंपररक दृष्टिकोण 

के ष्टिपरीत अत्यष्टिक लचीला और गष्टतशील जैि-अणुओ ंके रूप में मानता है। एंजाइम फंक्शन के साथ 

संरचना और गष्टतकी के परस्पर ष्टिया ने हाल ही में बहुत ध्यान आकष्टषित ष्टकया है। िाउडेड ष्टमष्टलयू में 

'बायोफिफिकल इने्वस्टिगेशन ऑि एफिनाइलेट फकनेि (AK3L1) - सहसंबंधी गफिफिफध, संरचना, 

संरचना और गफिशीलिा' शीषिक िाली थीष्टसस एस्चेररष्टचया कोलाई एष्टडनाइलेट ष्टकनेज (AK3L1, UniProt 

Id: Q9UIJ7) की गष्टतष्टिष्टि, संरचना के लचीलेपन, संरचना और गष्टतशीलता के बीच संबंि को समझने पर 

कें ष्टित है। सेल-नकल भीड़-भाड़ िाले िातािरण में। थीष्टसस में उन पहलुओ ंकी एक व्यापक जांच शाष्टमल है 

जो एंजाइम उते्प्ररण को उप-नैनोसेकंड टाइमसे्कल पर गष्टतशीलता से जोड़ते हैं और इसष्टलए फ्लोरोसेंस 

आिाररत से्पक्ट्र ोस्कोष्टपक अध्ययनो ंके माध्यम से ष्टिष्टभन्न पररस्स्थष्टतयो ंमें एंजाइम के समग्र ऊजाि पररदृश्य का 

मॉडू्यलेशन करते हैं। 

'पररचय' शीषिक िाले अध्याय 1 में एंजाइमो ंके जैिभौष्टतक दृष्टिकोण का एक संष्टिप्त पररचय शाष्टमल है, जो 

मुख्य रूप से एंजाइम उते्प्ररक कारोबार को प्रभाष्टित करने िाले ष्टिष्टभन्न समय-सीमाओ ंपर गठनात्मक गष्टतयो ं

पर जोर देता है। ष्टिलायक के साथ एंजाइम गष्टतकी के ऊजाििान युग्मन पर ष्टिष्टभन्न दृष्टिकोणो ंसे चचाि की गई 

है। एंजाइम कैनेटीक्स, गठनात्मक पररितिन और गष्टतकी पर मैिोमोलेकू्यलर िाउडसि की नकल करने िाले 

जष्टटल सेलुलर इंटीररयर के ष्टनष्टहताथि के बारे में बात की गई है। बाद में इस अध्याय में, इन पहलुओ ंपर 

मल्टीडोमेन एंजाइम, एष्टडनाइलेट ष्टकनेज (AK3L1) के संबंि में चचाि की गई है। 

'सामग्री और काययप्रणाली' शीषिक िाले अध्याय 2 में जांच के दौरान उपयोग की जाने िाली ष्टिष्टभन्न 

से्पक्ट्र ोस्कोष्टपक तकनीको ंके साथ-साथ रासायष्टनक खरीद, नमूना तैयार करने का िणिन ष्टकया गया है। ष्टिशेष 

रूप से, यूिी-ष्टिज़ से्पक्ट्र ोस्कोपी, स्स्थर-अिस्था और समय-समािान प्रष्टतदीस्प्त, िृत्ताकार दै्वतिाद का उपयोग 

लिण िणिन करने के ष्टलए ष्टकया गया था। 

अध्याय 3 शीषिक 'एके3एल1 की अफिव्यस्टि, शुस्टिकरण, उत्पररिियन और एंिाइमेफटक गफिफिफध 

परख' पुनः  संयोजक ई. कोलाई एष्टडनाइलेट ष्टकनसे (AK3L1) की पुनः  संयोजक अष्टभव्यस्ि और शुस्ि का 

िणिन करता है। व्यि प्रोटीन को बाद में से्पक्ट्र ोस्कोष्टपक तकनीको ंका उपयोग करने की ष्टिशेषता थी, जैसे 

ष्टक यूिी-ष्टिष्टज़बल से्पक्ट्र ोस्कोपी, प्रष्टतदीस्प्त माप और माध्यष्टमक संरचना ष्टनिािरण के ष्टलए सीडी सै्कन। साइट 

ष्टनदेष्टशत उत्पररितिजन का उपयोग करते हुए (एलाष्टनन से ष्टसस्टीन) तीन एकल ष्टबंदु मू्यटेंट के ष्टनमािण पर 
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चचाि की गई है। गष्टतष्टिष्टि परख और AK3L1 के गष्टतज मापदंडो ंके ष्टिशे्लषण के साथ-साथ इसके मू्यटेंट का 

भी िणिन ष्टकया गया है। 

‘गफिफिफध, संरचना और गफिशीलिा में मॉडू्यलेशन के माध्यम से िीड़ िरे पररदृश्य में एंिाइम 

व्यिहार को समझना' शीषिक िाला अध्याय 4 उन ष्टिष्टभन्न पहलुओ ंको संबोष्टित करता है ष्टजनके द्वारा भीड़-

भाड़ िाला िातािरण गष्टतष्टिष्टि, संरचना और गष्टतशीलता में मॉडू्यलेशन के माध्यम से मल्टीडोमेन एंजाइम 

AK3L1 के समग्र पररदृश्य को प्रभाष्टित कर सकता है। ष्टिष्टभन्न आकारो ंऔर आकाररकी के मैिोमोलेकू्यलर 

िाउडसि का उपयोग सेलुलर स्स्थष्टतयो ंकी नकल करने के ष्टलए ष्टकया गया है, अथाित्, ष्टिकोल 70, डेक्सटर ान 

40, डेक्सटर ान 70 और पीईजी 8। यह अध्याय एंजाइम, गष्टतष्टिष्टि िृस्ि, डोमेन आंदोलन के संतुलन गुणो ंपर 

भीड़ के प्रभाि पर कें ष्टित है। सॉले्वशन अध्ययन के माध्यम से सब-नैनोसेकंड टाइमसे्कल पर FRET और 

स्थानीय गष्टतकी के माध्यम से ष्टनगरानी की जाती है। इस बहुआयामी दृष्टिकोण के माध्यम से, गष्टतष्टिष्टि, 

संरचना और गष्टतशीलता के बीच एक अलग सहसंबंि देखा गया है, जहां भीड़ ने न केिल गष्टतष्टिष्टि को कई 

गुना बढा ष्टदया है, बस्ि उच्च भीड़ एकाग्रता, मुख्य रूप से 100 ग्राम / एल से ऊपर ष्टिकोल 70, अष्टतररि 

संरचनात्मक के कारण गष्टतष्टिष्टि में कमी आई है। संघनन और कठोरता। 

अध्याय 5 शीषिक 'िीड़ िाले िािािरण में एक एंिाइम के स्थानीय और िैफिक गफिशीलिा को 

सहसंबंफधि करना' एक व्यापक अध्ययन का िणिन करता है ष्टजसमें उप-नैनोसेकंड समय-पैमाने पर स्थानीय 

गष्टतशीलता की तुलना AK3L1 के िैष्टिक संरचनात्मक उतार-चढाि के साथ िमशः  सॉले्वशन डायनेष्टमक्स 

और शमन अध्ययनो ंका उपयोग करके की जाती है। मैिोमोलेकू्यलर िाउडसि के ष्टिष्टभन्न सांिता की 

उपस्स्थष्टत। स्थानीय गष्टतशीलता के सष्टियण ऊजाि प्रोिाइल को अलग-अलग डोमेन में िैले पॉलीपेप्टाइड 

रीढ के साथ तीन अलग-अलग साइटो ंपर तापमान-ष्टनभिर सॉलै्वशन अध्ययन के माध्यम से ष्टनिािररत ष्टकया 

गया था, जबष्टक िैष्टिक गष्टतशीलता के ष्टलए सष्टियण ऊजाि की ष्टनगरानी ष्टिष्टभन्न तापमानो ंपर ष्टटर प्टोिैन शमन 

अध्ययन का उपयोग करके की गई थी। इस तथ्य के बािजूद ष्टक भीड़ के एक समारोह के रूप में सॉले्वशन 

समय में िृस्ि हुई है, स्थानीय गष्टतकी से जुड़ी सष्टियण ऊजाि एक महत्वपूणि कमी से गुजरती है क्योषं्टक हम 

भीड़ की सांिता बढाते हैं। भीड़भाड़ िाला िातािरण मल्टीडोमेन एंजाइम की स्थानीय और िैष्टिक गष्टतशीलता 

के बीच युग्मन को बढाने में भी सहायता करता है। अध्ययन न केिल नई अंतदृिष्टि प्रदान करता है ष्टक कैसे 

भीड़ आंतररक प्रोटीन गष्टतशीलता को प्रभाष्टित करती है, बस्ि भीड़ की स्स्थष्टत के अिीन होने पर िैष्टिक 
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गष्टत को ष्टनयंष्टित करने में यांष्टिक अग्रदूतो ंके रूप में स्थानीय गष्टतयो ंकी भूष्टमका को भी प्रष्टतष्टबंष्टबत करती 

है। 

अध्याय 6 शीषिक 'टुिािडयस द एनिी लैंिसे्कप ऑि एफिनाइलेट फकनेि इन क्राउिेि फमफलयू: 

एस्टिफिटी, कंिॉमेशन, िरक्चर एंि िायनेफमक्स इन सीक्वें स' यूररया पे्रररत रासायष्टनक ष्टिकृतीकरण के 

कायि के रूप में भीड़-भाड़ िाली पररस्स्थष्टतयो ंमें AK3L1 की गष्टतष्टिष्टि, संरचना और गष्टतशीलता का िणिन 

करता है। संरचनात्मक खुलासा के पररणामस्वरूप गष्टतष्टिष्टि में अपेष्टित ष्टगरािट के ष्टिपरीत, एंजाइम ने 

यूररया के एक समारोह के रूप में गष्टतष्टिष्टि में प्रारंष्टभक िृस्ि का प्रदशिन ष्टकया। अध्ययन ष्टदलचस्प पहलुओ ं

को प्रसु्तत करता है, ष्टजसमें घटनाओ ंकी एक अनुिष्टमक प्रिृष्टत्त देखी गई थी, ष्टजसमें गष्टतष्टिष्टि पहले प्रभाष्टित 

हुई, उसके बाद संरचना, संरचना और स्थानीय गष्टतशीलता। उच्च यूररया सांिता संरचना (सीडी के माध्यम 

से) और संरचना (एिआरईटी के माध्यम से) में उले्लखनीय पररितिन की ओर ले जाती है। आश्चयिजनक रूप 

से, लगभग 3-4 एम यूररया तक एंजाइम की गष्टतशीलता में िृस्ि से पता चलता है ष्टक एंजाइम स्थानीय 

उत्पररिष्टतित साइट (A132C) के आसपास संरचना प्राप्त करता है, तब भी जब यह िैष्टिक संरचना में 

उले्लखनीय कमी से गुजरता है। पररणाम आगे साष्टबत करते हैं ष्टक देखे गए प्रोटीन गष्टतकी प्रकृष्टत में अत्यष्टिक 

स्थानीय हैं और जरूरी नही ंष्टक एंजाइम की िैष्टिक संरचना से जुडे़ हो।ं 

अध्याय 7 शीषिक 'फनष्कर्य और िफिष्य के पररपे्रक्ष्य' में ष्टकए गए समग्र जांच और शोि कायि के भष्टिष्य के 

दायरे से ष्टनकाले गए ष्टनष्कषि शाष्टमल हैं। संिेप में, थीष्टसस मैिोमोलेकू्यलर िाउडसि के प्रभाि में एंजाइम 

की गष्टतष्टिष्टि, संरचना, संरचना और गष्टतशीलता में मॉडू्यलेशन की एक व्यािहाररक प्रयोगात्मक जांच प्रसु्तत 

करती है। एंजाइम गष्टतष्टिष्टि में िृस्ि, स्थानीय गष्टतशीलता के सष्टियण ऊजाि अिरोि को कम करना और 

समग्र एंजाइम पररदृश्य पररितिन सेल-नकल भीड़ के देखे गए प्रभाि हैं। बाह्य ष्टिलायक कारको ंके साथ 

प्रोटीन के आंतररक कारको ंकी परस्पर ष्टिया पर भी प्रकाश डाला गया है। इस काम के समग्र ष्टनष्कषि 

भष्टिष्य की कई ष्टदशाओ ंके ष्टलए एक ठोस आिार प्रदान करते हैं, जैसे ष्टक ष्टमष्टित मैिोमोलेकू्यलर िाउडसि 

में समान जांच, ष्टििो (सेल आिाररत) अध्ययनो ंमें एिएलआईएम और एिआरईटी दृष्टिकोणो ंका उपयोग 

करते हुए गठनात्मक पररितिनो ंकी जांच, एिसीएस और एसएमएिआरईटी का उपयोग करके एकल अणु 

अध्ययन और बहुत अष्टिक। 
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to AK3L1-A132C, at different urea concentrations in buffer (no 

crowder) (Panel E). 
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Figure 6.8 

Relative Vmax obtained by normalizing Vmax values obtained 

under crowded conditions (as mentioned in the figure panels) 

with respect to the values obtained in the buffer only (absence 

of crowders) and plotted as a function of denaturant 

concentration. Buffer baseline at 1.0 is shown as dotted lines. 

Green and black arrows denote the relative difference in Vmax 

between buffer and crowded conditions at different urea 

concentrations. 
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Figure 6.9 

Combined representation of the modulations in activity, structure 

and conformation changes (FRET and CD) and dynamics 

(solvation) of the enzyme. The changes observed under different 

crowding conditions (as mentioned in different panels) were 

normalized to 1 and plotted as a function of urea concentration 

(0 to 6 M). 
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Scheme 6.1 

Impact of urea and crowded milieu on the conformational 

landscape associated with enzyme catalysis. Enzyme motions at 

different time-scales samples a variety of faster motions (ps-ns) 

and slow conformational transitions, shown by green curved 

arrows. Energy barrier required for transition are shown by red 

arrows. Activation energy required for reaction in buffer 

conditions (Ea1) is greater than that under denaturing conditions 

(Ea2), which is much larger than in the presence of 

macromolecular crowders under denaturing conditions (Ea3). 
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On the contrary, the (ps-ns) transitions are most dynamic in 

urea, and least dynamic under crowded conditions. 

SI Figure 4.1 SDS-PAGE Reducing gel showing bands of purified protein at 

25.6 kDa. 
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SI Figure 4.2 

Effect of Crowders on the relative reaction rates – Initial 

reaction rates in presence of crowding agents were normalized 

to the reaction rates obtained in buffer. This was observed at 

low, high and intermediate substrate concentrations. 
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SI Figure 4.3 

Effect of Crowding agents on the tryptophan fluorescence of 

AK3L1 – Normalized emission spectral trends of tryptophan(s) 

in AK3L1 as a function of different crowder concentration, 

where F0 is the fluorescence intensity in the absence of 

crowders 
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SI Figure 4.4 Effect of crowders on the secondary structure of AK3L1. The 

concentration of AK3L1 was 4 µM 
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SI Figure 4.5 
Effect of crowders on the secondary structure of AK3L1-

A132C, that is AK3L1 labelled with the CPM dye. The 

concentration of AK3L1-A132C was 4 µM. 
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SI Figure 4.6 
Simulated curve of FRET efficiency between donor (Trp) and 

acceptor (CPM) as a function of donor-acceptor distance (rDA) 

(Å). 
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SI Figure 4.7 Normalized time resolved emission spectra (TRES) of CPM in 

AK3L1-A132C in buffer (λex = 405 nm). 
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SI Figure 4.8 
Normalized time resolved emission spectra (TRES) of CPM 

bound to AK3L1-A132C as a function of emission wavelength, 

at different concentrations of crowding agents, (λex = 405 nm). 
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SI Figure 4.9 
Comparison of C(t) decays of CPM bound to AK3L1-A132C in 

the presence of different crowding agents (Ficoll 70, Dextran 

40, Dextran 70, and PEG 8) 
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SI Figure 5.1 

Time-resolved normalized fluorescence decay profiles of CPM 

attached to Cys 132 measured by TCSPC following excitation 

at 405 nm, showing effect of temperature on the blue (430 nm) 

and red end (580 nm) of emission wavelengths. 
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SI Figure 5.2 
Variation of τs (in ps) of CPM-132 as a function of temperature 

at different crowders concentrations varied from 0 to 300 g/L at 

intervals of 50 g/L. 
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SI Figure 5.3 
Variation of τs (in ps) of CPM-74 as a function of temperature 

at different crowders concentrations varied from 0 to 300 g/L at 

intervals of 50 g/L. 
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SI Figure 5.4 
Variation of τs (in ps) of CPM-209 as a function of temperature 

at different crowders concentrations varied from 0 to 300 g/L at 

intervals of 50 g/L. 
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SI Figure 5.5 
Temperature dependence of solation dynamics- Arrhenius plots 

of ln(1/τs) against 1/T for CPM-132 in AK3L1 for different 

crowder concentrations. 
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SI Figure 5.6 

Temperature dependence of solvation dynamics- Arrhenius 

plots of ln(1/τs) against 1/T for CPM-74 in AK3L1 at different 

concentrations of crowding agents (Ficoll 70, Dextran 40, 

Dextran 70, PEG 8) (Panels A-D). 

208 

SI Figure 5.7 Emission spectra of AK3L1 at different acrylamide 

concentrations (0 to 0.5 M) (λex = 295 nm, λem = 305 - 500 nm) 

208 

SI Figure 5.8 
KD plots for acrylamide induced quenching of AK3L1 as a 

function of temperature, at different concentrations of crowding 

agents as mentioned in the panels. 

209 

SI Figure 5.9 Stern-Volmer plot of AK3L1 as a function of quencher 

concentration, at different temperatures. 

209 

SI Figure 

5.10 

Effect of temperature on the secondary structure of AK3L1 

bound to CPM at Cys 132. The concentration of AK3L1-

A132C was 3 µM. Different panels show the change in 

presence of macromolecular crowders at 100 and 200 g/L. 
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SI Figure 

5.11 

Effect of temperature on the secondary structure of AK3L1 

bound to CPM at Cys 209. The concentration of AK3L1-

A209C was 3 µM. Different panels show the change in 

presence of macromolecular crowders at 100 and 200 g/L. 
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SI Figure 

5.12 

Effect of temperature on the secondary structure of AK3L1 

bound to CPM at Cys 74. The concentration of AK3L1-A74C 

was 4 µM. Different panels show the change in presence of 

macromolecular crowders at 100 and 200 g/L. 
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SI Figure 6.1 

Michaelis-Menten curves for AK3L1-catalyzed phospho-

transfer reaction using ADP as substrate. Concentration of 

AK3L1 used was 0.1 µM and concentration of ADP was varied 

from 0.025 - 2.0 mM in the reaction buffer. The assays were 

performed as a function of 0 to 5.0 M urea, in the presence of 50 

and 100 g/L of different crowders as mentioned in the figure 

panels. Initial reaction rates were determined from the slope of 

the linear portion of the fluorescence versus time plot. 
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SI Figure 6.2 
Effect of macromolecular crowders on maximal reaction 

velocity (Vmax) as a function of urea concentration varied from 0 

to 2.5 M. 
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SI Figure 6.3 
Effect of macromolecular crowders on Michaelis-Menten 

constant (Km) as a function of urea concentration varied from 0 

to 2.5 M. 
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SI Figure 6.4 

Effect of crowders on relative Km normalized to 1, obtained by 

dividing Km by the minimum value under respective crowding 

conditions as a function of different urea concentration. The 

vertical dotted lines represent the corresponding urea 

concentration at which enzyme has minimum Km at a particular 

crowding condition. 
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SI Figure 6.5 

Solvation times (τs) (ps) of CPM bound to AK3L1-A132C as a 

function of urea concentration (0 to 6 M, at intervals of 1 M) in 

the presence of different crowders concentrations as mentioned 

in the figure panels. 

222 

SI Figure 6.6 

(Panel A) Changes in the secondary structure for wild type 

AK3L1 obtained by urea-induced denaturation (0 to 6 M urea) 

using circular dichroism (CD). (Panel B) Critical denaturation 

concentration (cm), as determined by plotting molar residual 

ellipticity at 222 nm as a function of urea concentration for 

wild-type AK3L1. 
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SI Figure 6.7 

(Panels A and B) Changes in the secondary structure for wild 

type AK3L1 obtained by urea-induced denaturation (0 to 6 M 

urea) under mentioned crowding conditions. (Panels C and D) 

Critical denaturation concentration (cm), as determined by 

plotting molar residual ellipticity at 222 nm as a function of 

urea concentration in crowding conditions as mentioned. Panel 

E shows variation of Critical denaturation concentration (cm) 

for wild type AK3L1 as a function of different crowders 

concentrations (0 to 150 g/L). 
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