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Abstract 

The thesis entitled ‘Domain Movements of Human Serum Albumin: A Multi-domain 

Protein in Crowded Environment’ focuses on the understanding of the effect of 

macromolecular crowding on the domain motion of Human Serum Albumin (HSA). In 

prokaryotic and even more in eukaryotic cells the predominant fraction of the whole 

proteome belongs to the class of multi-domain proteins.  The domain stabilities and the 

strength of inter-domain interactions in a multi-domain protein have an enormous influence 

on the functioning of a multi-domain protein. In this thesis we have monitored FRET based 

domain movement of different domain of HSA and also monitored domain specific solvation 

dynamics in presence of macromolecular crowder. In chapter 3 we have probed the influence 

of Dextran based crowding agents (Dextran 6, Dextran 40, and Dextran 70) on the relative 

movements of domains I and II of a multidomain protein, HSA using FRET, with Trp-214 in 

domain II acting as the donor and acrylodan (Ac) covalently attached to Cys-34 of domain I 

as the acceptor. Amongst the higher molecular weight crowders, while both Dextran 70 and 

Dextran 40 induced a significant decrease in the distance between the aforesaid domains, 

however for the latter macromolecular crowder (Dextran 40), beyond 50 g/L, no change in 

domain separation was observed even up to concentrations of 175 g/L. On the other hand 

Dextran 6 provides an asymmetric excluded volume which resulted in forced elongation of 

HSA along the Trp–Ac FRET axis. Based on our thermodynamic analysis we have 

hypothesized that for higher molecular weight crowder apart from entropic depletion forces 

there exist some appreciable soft interaction whereas for low molecular weight crowder 

excluded volume is the key factor. In chapter 4 we have provided a detailed mapping of 

variations in the interdomain distances (as a function of pH) in the presence of five 
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macromolecular crowding agents, differing based on their constituent monomers and average 

molecular weight(s). The influence of Dextran 6 was found to be predominantly via excluded 

volume, while PEG8, having a similar molecular weight, exhibited a distinct crossover from 

enthalpy-dominated interactions to entropy-based potentials. pH dependence of the PEG8-

induced interdomain distance changes confirm the presence of a hydrophilic surface for the 

domain I−III side of HSA, while that for domains I and II is more hydrophobic. For the 

larger molecular weight crowders, the majority of the FRET distance modulation was seen to 

be taking place within 50 g/L crowder concentration implying significant soft interactions 

with HSA. Residue-level fluorescence quenching studies for the three domains coupled to the 

FRET results provide us further insights into the manner in which the serum protein responds 

to and adapts itself to varying pressure(s) of the crowded medium. In chapter 5 we have 

studied the solvation dynamics in aqueous solutions of covalently modified Human Serum 

Albumin (BADAN-HSA) in presence of increasing concentrations of macromolecular 

crowder of various molecular weights and shapes. The reorientation dynamics of water 

provides direct information on what happened to HSA when subjected to in-vivo 

concentration of macromolecular crowding agent irrespective of shape and size. We have 

also tried to correlate this slow solvation dynamics with our earlier FRET based domain 

movement. Our result suggests that there exist different polymer regimes in crowded 

solution. As evident from our result we have also observed distinct crossover from semi 

dilute to highly concentrated regime of crowded solution. Slow hydration dynamics of 

protein in presence of maximum concentration of PEG based crowder is also indicative 

towards glassy transition of albumin protein. In living cell the bio molecules perform their 

respective functions in presence of not only one type of macromolecules rather in presence of 
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various macromolecules with different shape and size. To mimic the intercellular 

environment in a better way we have used mixed macromolecular crowding and probed 

FRET based domain movement of HSA. In chapter 6 we have reported that the mixed 

crowding exerts a greater stabilizing effect than the sum of the two individual crowding 

agents. Detail thermodynamic study shows us the effect of macromolecular crowding is not 

only governed by ‘excluded volume effect’ but also on soft hydrophilic/ hydrophobic 

interaction. The question we have tried to address is what physical picture can be drawn upon 

mixing two inert macromolecules. Do they behave as an ideal solution; where by both 

individual effects of the entities exist or do they get merged and a new behavior arises on 

mixing. 
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सार 

'डोमेन मूवम�ट्स ऑफ ह्यूमन सीरम अ�ुिमन: ए म�ी-डोमेन �ोटीन इन �ॉडेड ए�ायरम�ट' ह्यूमन सीरम ए��न 

(एचएसए) की डोमेन गित पर मै�ोमोलेकुलर भीड़ के �भाव की समझ पर क� ि)त है। �ोको+रयोिटक और अ िधक 

यूके+रयोिटक कोिशकाओ ंम� पूरे �ोटीम का मु1 अ शं ब3-डोमेन �ोटीन के वग4 के अ तंग4त आता है। ब3-डोमेन �ोटीन म� 

डोमेन �6थरताएं और इटंर-डोमेन इटंरै8न की ताकत एक ब3-डोमेन �ोटीन के कामकाज पर भारी �भाव पड़ती है इस 

थीिसस म� हमने एचएसए के िविभ: डोमेन के एफईआरटी आधा+रत डोमेन आदंोलन की िनगरानी की है और 

macromolecular crowder की उप�6थित म� डोमेन िविश> सोलहशन डायनेिम? की िनगरानी भी की है। अ@ाय 3 म� 

हमने डे?टA ान आधा+रत भीड़ देने वाले एज�टो ं(डे?टA ान 6, डे?टA ान 40 और डे?टA ान 70) के �भावो ंकी जांच की है, 

एक ब3आयामी �ोटीन के डोमेन I और िBतीय, एचआरएस FRET का इCेमाल करते 3ए, टA ाप -214 डोमेन II म� 

अ िभनय के साथ दाता और एसीलोडन (एसी) के Dप म� Eीकाय4 के Dप म� डोमेन I के सीआईएस -34 से िमलकर गलती 

से जुड़ा 3आ है। उF आणिवक भार भीड़ के बीच, जबिक डे?टA ान 70 और डे?टA ान 40 दोनो ंने उपरोH डोमेन के 

बीच की दूरी म� एक महIपूण4 कमी को �े+रत िकया, हालांिक बाद के मै�ोमोलेJूलर �ॉउडर (डे?टA ान 40) के िलए, 

50 Kाम / एल से परे, डोमेन से जुदाई म� कोई प+रवत4न नही ंदेखा गया था यहां तक िक 175 जी / एल की सां)ता तक 

दूसरी ओर Dextran 6 एक असमिमत बिहMृत माOा �दान करता है िजसके प+रणामEDप टीआरपी-एसी एफआरईटी 

अP पर एचएसए की मजबूती बढ़ा दी गई। हमारे थमRडायनेिमक िवSेषण के आधार पर हमने यह अ नुमान लगाया है िक 

उF आणिवक भार �ॉडर के िलए एंटA ोिपक कमी बलो ंके अलावा कुछ सराहनीय नरम बातचीत मौजूद है जबिक कम 

आणिवक भार �डर से बाहर िकए गए माOा के िलए महIपूण4 कारक है। अ@ाय 4 म� हमने पांच मै�ोमोलेकुलर भीड़ 

वाले एज�टो ंकी उप�6थित म� इटंरडोमेन दूरी (पीएच के एक समारोह के Dप म�) म� िविवधताओ ंके एक िवCृत मैिपगं 

�दान की है, जो िक उनके घटक मोनोमर और औसत आणिवक भार (एस) के आधार पर िभ: हX। डे?टA ान 6 का �भाव 

मु1 Dप से बिहMृत माOा के Dप म� पाया गया था, जबिक पीईजी 8, एक समान आणिवक भार वाले, एYलापी-वच4E 

वाले इटंरै8न से एंटA ोपी-आधा+रत Pमता तक एक अलग �ॉसओवर का �दश4न िकया। PEG8 �े+रत इटंरडोमेन दूरी 

प+रवत4न की पीएच िनभ4रता एचएसए के डोमेन I-III पP के िलए एक हाइडA ोिफिलक सतह की उप�6थित की पुि> करती 

है, जबिक डोमेन I और II के िलए अ िधक हाइडA ोफोिबक है। बड़े आणिवक वजन के िलए भीड़ वाले लोगो ंके िलए, Zेट 

दूरी के अ िधकांश मॉ[ूलेशन को 50 जी / एल �ॉवर एकाKता के भीतर रखा जा रहा था जो एचएसए के साथ महIपूण4 
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नरम बातचीत का मतलब था। रे[ू-Cरीय �ितदी�\, एफईआरईटी प+रणाम के साथ तीन डोमेन के िलए दबाने के 

अ@यनो ं से हम� सीरम �ोटीन का जवाब देने के तरीके को और अ तं]4ि> �दान करता है िजसम� भीड़ वाले मा@मो ंके 

अलग-अलग दबाव (एस) म� खुद को अ नुकूल होता है। अ@ाय 5 म� हमने कई आणिवक भार और आकृितयो ं के 

macromolecular crowder की बढ़ती सां)ता की उप�6थित म� covalently सशंोिधत मानव सीरम Albumin 

(BADAN-HSA) के जलीय समाधानो ंम� solvation गितशीलता का अ@यन िकया है। पानी की दोबारा गितशीलता की 

गितशीलता, आकार और आकार के बावजूद macromolecular भीड़ के एज�ट की इन-िववो एकाKता के अधीन होती है, 

जब एचएसए के िलए Jा 3आ पर सीधा जानकारी �दान करता है। हमने अपने पहले FRET आधा+रत डोमेन आदंोलन 

के साथ इस धीमी सोलहशन डायनेिम? को सहसबंिंधत करने का भी �यास िकया है। हमारे प+रणाम से पता चलता है 

िक भीड़ भरे समाधानो ंम� िविभ: ब3लक शासन मौजूद हX। जैसा िक हमारे प+रणाम से ^> है, हमने भी समेिकत समेकन 

भी अध4 पतले से भीड़ भरे समाधान के अ_िधक क� ि)त शासन को देखा है। पीईजी आधा+रत �डर की अ िधकतम 

एकाKता की उप�6थित म� �ोटीन की धीमी गित से हाइडA ेशन डायनेिम? ए�ुिमन �ोटीन की चकाचौधं स�ंमण की ओर 

सकेंत करती है। जीिवत कोिशका म� जैव अ णु न केवल एक �कार के अ णुओ ंकी उप�6थित म� उनके सबंिंधत काय` को 

करते हX ब�a िविभ: आकार और आकार के साथ िविभ: अ णुओ ंकी उप�6थित म�। इटंरसेbूलर पया4वरण को बेहतर 

तरीके से नकल करने के िलए हमने िमिcत macromolecular भीड़ का इCेमाल िकया है और HSA के FRET 

आधा+रत डोमेन आदंोलन की जांच की है। अ@ाय 6 म� हमने सूिचत िकया है िक िमिcत भीड़ दोनो ंd�Hगत जमाए जाने 

वाले एज�टो ंकी रािश के मुकाबले एक अ िधक �6थर �भाव डालती है। िवCा+रत थमा4इडैनािमक अ@यन से पता चलता है 

िक macromolecular भीड़ का असर केवल 'बिहMृत माOा �भाव' Bारा िनयिंOत नही ंहै ब�a नरम हाइडA ोिफिलक / 

हाइडA ोफोिबक इटंरै8न पर भी होता है। हमने िजस �e का समाधान करने की कोिशश की है, वह है दो भौितक अ णुओ ं

के िमcण पर शारी+रक िचO खीचंी जा सकती है। Jा वे एक आदश4 समाधान के Dप म� dवहार करते हX; जहां दोनो ं

स6ंथाओ ंके d�Hगत �भाव मौजूद हX या वे िवलय हो जाते हX और एक नया dवहार िमcण पर उठता है। 
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