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Abstract 

This thesis entitled ‘Protein Dynamics in Crowded Scenario: A Solvation Approach’ 

focuses on the study of the effect of macromolecular crowding on the dynamics of two serum 

albumin proteins, bovine serum albumin (BSA) and human serum albumin (HSA), both in 

their native and denatured states primarily through solvation studies.  

Chapter 1 entitled ‘Introduction’ describes dynamics of the biomolecules in detail with 

numerous examples. It also includes relevant details on the phenomenon of macromolecular 

crowding and its influence on protein structure and dynamics. This chapter ends with a brief 

overview of structural and functional aspects of HSA. 

Chapter 2 entitled ‘Materials and Methods’ describes chemical procurement, purification 

and storage along with techniques used during the investigation. Specifically, UV-VIS 

spectroscopy, Steady-state and Time-resolved fluorescence, Rotational Anisotropy, Circular 

Dichroism (CD), were used to carry out the requisite characterization. 

Chapter 3 entitled ‘Do macromolecular crowding agents exert only excluded volume 

effect? A protein solvation study’ describes the solvation of serum proteins in presence of 

increasing concentrations of synthetic and protein based crowding agents. We have observed 

that the synthetic crowders such as dextran and PEG of varying molecular weights at very 

low concentrations can have an appreciable effect on the extent of protein solvation thereby 

implying the presence of soft interactions that were initially very hard to detect. Since under 

such conditions the effect of excluded volume is appreciably low, this gives a direct evidence 

of soft interactions between the macromolecular crowding agents used and the serum 

proteins. Moreover, our data reveal, that since at these low crowder concentrations major 

perturbations to the protein structure are unlikely to take place while minor perturbations 

might not be readily visible, protein solvation provides a unique spectral signature of 

capturing such local dynamics, thereby allowing one to decouple hard sphere interactions 

from soft sphere ones. In other words our data reveal negligible changes at the equilibrium 

level but dramatic modulations in dynamics, implying therefore that the crowders show 

substantial transient/weak non-specific interactions with the proteins. 

Chapter 4 entitled ‘pH Dependent Domain Dynamics of HSA Controlled by Protein 

Based Crowding Agents’ describes the dynamics of domain I of human serum albumin 
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(HSA) in presence of bovine serum albumin and lysozyme as crowders. 6-bromoacetyl-2-

dimethylaminonaphthalene (BADAN) covalently attached to cysteine-34 of HSA was used 

as the solvation probe and changes in its solvation pattern in presence of the protein-based 

crowders were monitored as a function of pH. Lysozyme induced increased retardation of 

solvation while BSA brought about faster dynamics. Our observations re-emphasize the 

importance of soft interactions even under conditions where repulsive charge-charge 

interactions dominate, thus reminding us of the enhanced level of complexity that the 

crowded milieu can possess. 

Chapter 5 entitled ‘Investigating the Solvent Characteristics of Macromolecular 

Crowders using Fluorescent Probes’ describes the solvation characteristics of the medium 

in presence of various crowding agents. Microenvironment studies by using suitable 

fluorophores revealed that the microenvironment undergoes some drastic changes in presence 

of crowding agents. Also self aggregation processes like the formation of micelles, excimers 

and J-aggregates are significantly affected in a crowder dependent manner. Moreover, 

PEG8000 behaves quite differently from all the crowding agents, implying that the 

microstructure of these crowding agents is different in the solution medium. Diffusion 

studies enable us to distinguish different concentration regimes of the polymer mesh which 

provide insights into the nature of the entanglement of the crowding agents. Therefore the 

molecular level picture of these crowding agents thus help us obtained understand in some 

detail, the characteristics of the medium, with these playing a significant role in various 

biological phenomenon.  

Chapter 6 entitled ‘Influence of Crowding Agents on the Dynamics of a Multidomain 

Protein in its Denatured State: A Solvation Approach’ describes the dynamics of 

BADAN attached to domain I of HSA in presence of different concentrations of various 

crowding agents at different urea concentrations. In absence of the macromolecular 

crowders, solvation time decreases as a function of urea concentration due to progressive 

unfolding of the protein. However, in presence of crowding agents, at low urea 

concentrations an initial drop followed by retardation in the solvation time was observed 

which we propose, implies the crossover between soft to hard sphere interactions between the 

protein and crowder molecules.  



vi 

 

सार 

'ͬथयेटेड पǐरǺæय मɅ Ĥोटȣन डाइनेͧमÈस: ए सोलवेशन Ǻिçटकोण' नामक इस थीͧसस मɅ दो सीरम एिãबǓनन 

Ĥोटȣन, बोवाइन सीरम एिãबǓनन (बीएसए) और मानव सीरम एãबͧमन (एचएसए) कȧ गǓतशीलता पर 

मैĐोमोãयूलर भीड़ के Ĥभाव के अÚययन पर कɅ Ǒġत है, दोनɉ मुÉय Ǿप से उ×थान अÚययन के माÚयम से देशी 

और ͪवकृत राÏयɉ। 

'पǐरचय' शीष[क वाला अÚयाय एक कई उदाहरणɉ के साथ जवै-अणुओं कȧ गǓतशीलता का वण[न करता है। इसमɅ 

मैĐोमोãयूलर भीड़ कȧ घटना और Ĥोटȣन संरचना और गǓतशीलता पर इसके Ĥभाव पर Ĥासंͬगक ͪववरण 

शाͧमल हɇ। यह अÚयाय एचएसए के संरचना×मक और काया[×मक पहलुओं के संͯ¢Üत ͪववरण के साथ समाÜत 

होता है। 

'सामĒी और तरȣके' नामक अÚयाय दो जांच के दौरान उपयोग कȧ जाने वालȣ तकनीकɉ के साथ रासायǓनक 

खरȣद, शुͪƨकरण और भंडारण का वण[न करता है। ͪवशेष Ǿप से, यूवी-वीआईएस èपेÈĚोèकोपी, िèथर-राÏय 

और समय-संकãप ĤǓतदȣिÜत, घूण[न एनीसोĚॉपी, सकु[ लर ͫडĕोइÏम (सीडी) का उपयोग आवæयक ͪवशेषता को 

पूरा करने के ͧलए ͩकया जाता था। 

अÚयाय तीन का शीष[क है 'Èया मैĐोमोãयूलर भीड़ एजɅट केवल वॉãयूम Ĥभाव को छोड़ देते हɇ? Ĥोटȣन सॉãवेशन 

èटडी 'ͧसथेंǑटक और Ĥोटȣन आधाǐरत भीड़ एजɅटɉ कȧ बढ़ती सांġता कȧ उपिèथǓत मɅ सीरम Ĥोटȣन के उɮघोषणा 

का वण[न करती है। हमने देखा है ͩक बहु त कम सांġता पर ͧभÛन आणͪवक भारɉ के डेÈèĚान और पीईजी जैसे 

कृǒğम भीड़ Ĥोटȣन संवहन कȧ सीमा पर एक सराहनीय Ĥभाव डाल सकते हɇ िजससे मुलायम बातचीत कȧ 

उपिèथǓत का अथ[ हो रहा है जो शुǾ मɅ बहु त मुिæकल था। चू ंͩक ऐसी पǐरिèथǓतयɉ मɅ बǑहçकृत माğा का Ĥभाव 

काफȧ कम है, यह मैĐोमोãयूलर भीड़ एजɅटɉ और सीरम Ĥोटȣन के बीच मुलायम बातचीत का Ĥ×य¢ सबूत देता 

है। इसके अलावा, हमारे आंकड़ɉ से पता चलता है ͩक चू ंͩक इन कम Đॉडर सांġता Ĥोटȣन संरचना मɅ Ĥमुख 

परेशानी होने कȧ संभावना नहȣ ंहै, जबͩक मामूलȣ परेशानी आसानी से Ǒदखाई नहȣ ंदे सकती है, Ĥोटȣन एकजुटता 

ऐसी èथानीय गǓतशीलता को पकड़ने का एक अɮͪवतीय वण[Đमीय हèता¢र Ĥदान करती है, िजससे एक को 

नरम ¢ेğ से हाड[ ¢ेğ इंटरैÈशन को कम करɅ। दसूरे शÞदɉ मɅ, हमारे डेटा संतुलन èतर पर नगÖय पǐरवत[नɉ को 

Ĥकट करते हɇ लेͩकन गǓतशीलता मɅ नाटकȧय मॉɬयूलेशन, इसͧलए यह दशा[ता है ͩक भीड़ Ĥोटȣन के साथ 

पया[Üत ¢ͨणक / कमजोर गैर-ͪवͧशçट इंटरैÈशन Ǒदखाते हɇ। 

अÚयाय चार िजसका अथ[ है Ĥोटȣन आधाǐरत भीड़ एजɅटɉ ɮवारा Ǔनयंǒğत एचएसए कȧ पीएच Ǔनभ[र डोमेन 

गǓतशीलता 'मानव सीरम एãबͧमन (एचएसए) के डोमेन I कȧ गǓतशीलता का वण[न करता है जो बोवाइन सीरम 
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एिãबǓनन और लाइसोइÏम कȧ भीड़ मɅ मौजूद है। 6-Ħोमोͧसटाइल-2-डायमेͬथलाͧमनोफेथेͧलन (बादान) को 

एचएसए के ͧसèटȣन -34 से सहसंयोजक Ǿप से जुड़ा हुआ था, िजसे Ĥोटȣन-आधाǐरत भीड़ कȧ उपिèथǓत मɅ 

इसके उ×थान पैटन[ मɅ पǐरवत[न कȧ पीएच के एक समारोह के Ǿप मɅ Ǔनगरानी कȧ गई थी। Lysozyme Ĥेǐरत 

उ×तेजना मɅ वृͪ ƨ मɅ वृͪ ƨ हु ई जबͩक बीएसए तेजी से गǓतशीलता लाया। हमारे अवलोकन उन िèथǓतयɉ के तहत 

भी नरम अंतःͩĐयाओं के मह×व पर दोबारा जोर देते हɇ जहा ंĤǓतकूल चाज[-चाज[ इंटरैÈशन पर हावी है, इस Ĥकार 

हमɅ भीड़ कȧ बढ़ȣ हु ई èतर कȧ याद Ǒदलाती है जो भीड़ वाले ͧमͧलय ूके पास हो सकती है। 

अÚयाय पंज शीष[क 'ÝलोरोसɅट जांच का उपयोग कर मैĐोमोãयूलर Đॉडर के सॉãवɅट ल¢णɉ कȧ जांच करना' 

ͪवͧभÛन भीड़ एजɅटɉ कȧ उपिèथǓत मɅ माÚयम कȧ èवीकृǓत ͪवशेषताओं का वण[न करता है। उपयुÈत āलोरोफोस[ 

का उपयोग करके सूêम पया[वरण अÚययन से पता चला ͩक सूêम पया[वरण को भीड़ एजɅटɉ कȧ उपिèथǓत मɅ 

कुछ कठोर पǐरवत[न हु ए हɇ। इसके अलावा èवयं एकğीकरण ĤͩĐया जैसे ͩक माइĐेल, एÈसीमर और जे-

एĒीगेɪस के गठन कȧ तरह Đॉउडर आͬĮत तरȣके से काफȧ Ĥभाͪवत होते हɇ। इसके अलावा, पीईजी 8000 सभी 

भीड़ एजɅटɉ से काफȧ अलग åयवहार करता है, िजसका अथ[ यह है ͩक इन भीड़ एजɅटɉ का सूêम संरचना समाधान 

माÚयम मɅ अलग है। ͫडÝयूजन अÚययन हमɅ बहु लक जाल के ͪवͧभÛन एकाĒता शासनɉ को अलग करने मɅ 

स¢म बनाता है जो भीड़ एजɅटɉ के ͪवघटन कȧ ĤकृǓत मɅ अंतǺ[िçट Ĥदान करता है। इसͧलए इन भीड़ वाले एजɅटɉ 

कȧ आणͪवक èतर कȧ तèवीर इस Ĥकार हमɅ कुछ ͪववरण, माÚयम कȧ ͪवशेषताओं मɅ समझने मɅ मदद करती है, 

इन ͪवͧभÛन जैͪवक घटनाओं मɅ मह×वपूण[ भूͧमका Ǔनभाते हɇ। 

अÚयाय छह का शीष[क 'बहु संÉयक Ĥोटȣन कȧ गǓतशीलता पर भीड़ एजɅटɉ का Ĥभाव, इसके डेनेचरड राÏय: ए 

सोलवेशन Ǻिçटकोण' ͪवͧभÛन यूǐरया सांġता पर ͪवͧभÛन भीड़ एजɅटɉ कȧ ͪवͧभÛन सांġता कȧ उपिèथǓत मɅ 

एचएसए के डोमेन I से जुड़े बादान कȧ गǓतशीलता का वण[न करता है। मैĐोमोãयूलर भीड़ कȧ अनुपिèथǓत मɅ, 

Ĥोटȣन के ĤगǓतशील Ĥकट होने के कारण, यूǐरया एकाĒता के एक समारोह के Ǿप मɅ सॉãवेशन समय कम हो 

जाता है। हालांͩक, कम यूǐरया सांġता पर भीड़ वाले एजɅटɉ कȧ उपिèथǓत मɅ, Ĥारंͧभक बू ंद के बाद हलचल समय 

मɅ मंदता के बाद देखा गया था, िजसे हम Ĥèताͪवत करते हɇ, Ĥोटȣन और Đॉडर अणुओं के बीच नरम से कǑठन 

¢ेğ के बीच पारèपǐरक ͩĐया के बीच Đॉसओवर का ता×पय[ है। 
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