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Abstract 
The thesis entitled "Study of Heme Proteins in Presence of Macromolecular Crowding 

Agents" focuses on the understanding of the effects of macromolecular crowding agents on 

the stability, structure and functions of heme proteins. This thesis features a detailed 

investigation of the stability and the changes in the local environment of the functional part, 

that is, the heme prosthetic group and environment around the heme of three heme proteins 

Myoglobin (Mb), Synechocystis Hemoglobin (SynHb) and Cytochrome c, in presence of 

macromolecular crowding agents utilizing various spectroscopic techniques. In addition the 

micro environments of various mixed macromolecular crowding agents have been 

investigated using fluorescence correlation spectroscopy (FCS). 

Chapter 1 entitled 'Introduction' provides a brief introduction to the structure - function 

relationship of heme proteins and the phenomenon of macromolecular crowding agents and 

its influence on the protein structure and function. It also describes the objectives of the 

studies carried out in this thesis and the strategy devised to achieve the same. 

Chapter 2 entitled 'Materials and Methods' describes chemical procurement, purification 

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

spectroscopy, circular dichroism (CD), steady-state and time resolved fluorescence, flash 

photolysis and fluorescence correlation spectroscopy (FCS) were used to carry out the 

requisite characterization. 

Chapter 3 entitled 'Unusual Effects of Crowders on Heme Retention in Myoglobin' 

shows a detailed investigation of the heme stability of chemically denatured myoglobin in 

presence of various macromolecular crowding agents like Ficoll 70, Dextrans (Dextran 70, 

Dextran 40 and Dextran 6), Polyethylene glycols (PEG 8,00 and 35,000) and their respective 

monomers (Sucrose, Glucose and Ethylene glycol) and protein based crowders, BSA and 

lysozyme. Myoglobin (Mb) undergoes pronounced heme loss under denaturing conditions 

wherein the proximal histidine gets protonated. Our data show that macromolecular crowding 

agents (both synthetic and protein based) can appreciably influence the extent of heme 

retention in Mb. Interestingly, glucose and sucrose, the monomeric constituents of dextran 

and ficoll-based crowders were much more effective in preventing heme dissociation of Mb, 

albeit, at much higher concentrations. The protein crowders BSA and lysozyme show very 

interesting results with BSA bringing about the maximum heme retention amongst all the 
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crowding agents used while lysozyme induced heme dissociation even in the native state of 

Mb. The stark difference that these protein crowders exhibit when interacting with the heme 

protein is a testament to the varied interaction potentials that a test protein might be exposed 

to in the physiological (crowded) milieu. 

Chapter 4 entitled 'Effects of Macromolecular Crowding on a Hexacoordinate Heme 

Protein: Structural and Functional Aspects' describes the detailed investigation of the 

effects of synthetic macromolecular crowding agents on the conformational changes and 

functional properties of a hexacoordinated heme protein Synechocystis hemoglobin (SynHb) 

in vitro. We observed that both the folded and unfolded states of SynHb became more 

compact in presence of macromolecular crowding agents. Moreover, the CO ligand binding 

activity of SynHb is remarkably increased in presence of macromolecular crowding agents 

both in absence and presence of denaturants (urea and GdmCl). In addition, macromolecular 

crowding agents brought about appreciable local structural modulation, which we probed by 

using the Stern-Volmer quenching analyses of the emission of the tyrosine residues of the 

heme protein . 

Chapter 5 entitled 'Effect of both individual and mixed crowding agents on (A) 

unfolding of myoglobin, (B) electrochemical behaviour of myoglobin and (C) soret band 

spectra of Cytochrome c' describes the effects of mixed crowding agents on thermal 

unfolding of myoglobin. Our results are in contrast to our popular belief where synthetic 

crowding agents are always stabilizing in nature, that is, the effect of mixed crowding agents 

on myoglobin unfolding were destabilizing. Interestingly, the extent of destabilization 

decreases when myoglobin unfolding was carried out as a function of urea. Our 

electrochemical measurements show that macromolecular crowding agents are able to protect 

the heme environment of Mb from external perturbation, that is, chemical denaturation. Our 

results also reveals that macromolecular crowding agents can effectively modulate the heme 

moiety and its surrounding environment of another heme protein cytochrome c, giving rise to 

breakdown of the axial symmetry of the heme environment 

Chapter 6 entitled 'Fluoroscence correlation spectroscopy (FCS) studies of translational 

diffusion of FITC (Fluorescein isothiocyanate) in presence of mixed macromolecular 

crowding agents' provides a detailed investigation of the diffusion characteristics of the 

fluorescent probe FITC (fluorescein iso thiocyanate) in crowded media (both individual and 
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mixed) by using the single-molecule based technique of FCS (fluorescence correlation 

spectroscopy). Our FCS measurements show that the microviscosity of the mixtures is 

always higher than the sum of the microviscosities of the individual crowding agents at their 

respective mixture concentrations. This observation implies that the effect of mixed 

macromolecular crowding is non-additive, that is, deviates from that of the sum of the 

individual components of the respective mixtures. This deviation depends on the sizes and 

nature of the crowding agents. 

Chapter 7 entitled 'Conclusion and future prospects' presents the conclusions drawn from 

the overall investigation including how the macromolecular crowding agents protect heme 

prosthetic group, the key factor of heme proteins, of myoglobin against dissociation, affect 

ligand binding properties and conformational changes of synechocystis hemoglobin and 

modulate the heme moiety of cytochrome c. This thesis opens the door to a host of future 

directions that will contribute significantly to the fundamental understanding of structure-

function relationship of heme proteins in crowded environment. 
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सार 

"मै ोमोले ूलर ाउिडंग एजटो ंकी उप थित म हेम ोटीन का अ यन" शीषक वाले िस ांत म 

हेम ोटीन की थरता, संरचना और काय पर macromolecular भीड़ के एजटो ंके भाव की समझ 

पर कि त है। इस थीिसस म थरता की िव ृत जांच और काया क भाग के थानीय प रवेश म 

प रवतन, अथात, हेम कृि म समूह और तीन हेम ोटीन माइमो ोिबन (एमबी), िसनीकोिस स 

हेमो ोिबन (िसंिह ब) और िसटो ोम सी , िविभ  े ो ोिपक तकनीको ंका उपयोग करने वाले 

मै ोमोलेकुलर भीड़ एजिसयो ंकी उप थित म इसके अित र  ोरोससस सहसंबंध े ो ोपी 

(एफसीएस) का उपयोग करके िविभ  िमि त macromolecular भीड़ के एजटो ंके सू  वातावरण 

की जांच की गई है।  

अ ाय 1 का हकदार 'प रचय' संरचना के िलए एक संि  प रचय दान करता है- हेम ोटीन के 

काय संबंध और मै ोमोलेकुलर भीड़ वाले एजटो ं की घटना और ोटीन संरचना और फ़ं न पर 

इसका भाव। यह इस शोध म िकए गए अ यनो ंके उ े ो ंऔर उसी को ा  करने के िलए तैयार 

की गई रणनीित का भी वणन करता है।  

अ ाय 2 शीषक 'साम ी और तरीके' म जांच के दौरान उपयोग की जाने वाली तकनीको ं के साथ 

रासायिनक खरीद, शु  और भंडारण का वणन िकया गया है। िवशेष प से, यूवी-वीआईएस 

े ो ोपी, सकुलर िडचो र  (सीडी), थर-रा  और समय का समाधान िकया गया ोरोसट, 

ैश फोटोिलिसस और ोरोसस सहसंबंध े ो ोपी (एफसीएस) का उपयोग आव क ल ण 

वणन को पूरा करने के िलए िकया गया था।  

अ ाय 3 हकदार 'माइोलो ोिबन म हेम रटेनट पर ाउडर के असामा  भाव' म फैकोल 70, 

डे टांस (डे टान 70, डे टान 40 और डे टान 6), पॉिलिथलीन जैसे िविभ  मै ोमोलेकुलर 

भीड़ वाले एजटो ंकी उप थित म रासायिनक प से िवकृत माइओो ोिबन की थरता की िव ृत 

जांच का पता चलता है। ाइकोल (पीईजी 8,00 और 35,000) और उनके संबंिधत मोनोमस 

(सु ोज, ूकोज और इथाइलीन ाइकॉल) और ोटीन आधा रत भीड़, बीएसए और लाइसोिसम 

माइोलो ोिबन (एमबी) ने प रभािषत शत  के तहत हेमी हािन का सामना िकया है िजसम समीप थ 

िह ीडाइन ोटोनेट हो जाता है। हमारे आंकड़े बताते ह िक मै ोमोलेकुलर भीड़ वाले एजट (दोनो ं

िसंथेिटक और ोटीन आधा रत) एमबी म हीम अवधारण की सीमा को सराहनीय प से भािवत कर 

सकते ह। िदलच  बात यह है िक, ूकोज और सु ोज़, डे टान के मोनोमे रक घटको ं और 
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एफसीओएल-आधा रत भीड़ वाले एमबी के असंतुलन को रोकने म ादा भावी थे, य िप अिधक 

मा ा म सां ता म। ोटीन भीड़ बीएसए और लाइसोिसम बीएसए के साथ ब त ही िदलच  प रणाम 

बताते ह िक सभी भीड़-भाड़ एजटो ंम अिधकतम हेम अवधारण के प म इ ेमाल िकया जाता है 

जबिक लासोमाइम ने एमबी के मूल अव था म हीम िव थापन भी े रत िकया था। हेम ोटीन के साथ 

बातचीत करते समय ये ोटीन भीड़ दशाने वाले अंतर म िविभ  अंतर- मता मता के िलए एक 

वसीयतनामा है िक एक परी ण ोटीन को शारी रक (भीड़ भरे) प रवेश म िदखाया जा सकता है। 

अ ाय 4 हकदार 'एक Hexacoordinate हीम ोटीन पर Macromolecular भीड़ के भाव: 

संरचना क और काया क पहलुओ'ं गठना क प रवतन और एक hexacoordinated हीम ोटीन 

Synechocystis हीमो ोिबन के काया क संपि यो ंपर िसंथेिटक macromolecular भीड़ एजटो ं के 

भाव (SynHb) इन िवटो की िव ृत जांच का वणन करता है । हमने देखा िक मै ोमोलेकुलर भीड़ के 

एजटो ंकी उप थित म दोनो ंसीएनएचबी के मुड़ा आ और सामने ए रा  अिधक कॉ ै  बन गए। 

इसके अलावा, कंपनी ligand SynHb के बंधन गितिविध उ ेखनीय दोनो ंअभाव और denaturants 

की उप थित (यू रया और GdmCl) म macromolecular भीड़ एजटो ंकी उप थित म वृ  ई है। 

इसके अलावा, macromolecular भीड़ एजटो ंसराहनीय थानीय संरचना क मॉडुलन है, जो हम हीम 

ोटीन की tyrosine अवशेषो ंके उ जन के न-Volmer बुझाने िव ेषण का उपयोग करके जांच के 

बारे म लाया। 

अ ाय 5 हकदार '(ए) (बी) मायो ोिबन की िवद्युत वहार और (सी) soret बड साइटो ोम ग के 

े ा, मायो ोिबन के खुलासा पर दोनो ंअलग-अलग और िमि त भीड़ एजटो ंके भाव' मायो ोिबन 

के थमल खुलासा पर िमि त भीड़ एजटो ंके भावो ंका वणन । हमारे प रणाम हमारे लोकि य िव ास 

के िवपरीत ह, जहां िसंथेिटक भीड़ एजट हमेशा कृित म थर होते ह, अथात्, मैओ ोिबन पर कट 

िमि त एजटो ंका असर अ थर कर रहा था। िदलच  बात यह है िक जब मैओलो ोिबन फैलाना 

यू रया के एक समारोह के प म िकया जाता था तो अ थरता की सीमा घट जाती है। हमारे 

इले ोकेिमकल मापन से पता चलता है िक मै ोमोलेकुलर भीड़ वाले एजट बाहरी परेशानी से 

एमईएम के हेम पयावरण की र ा करने म स म ह, जो िक रासायिनक िवकृित है। हमारे प रणाम भी 

पता चलता है िक macromolecular भीड़ एजटो ंको भावी ढंग से हीम आधा भाग और एक अ  हीम 

ोटीन साइटो ोम ग की उसके आस-पास के माहौल िमलाना कर सकते ह, हीम वातावरण का अ ीय 

सम पता के टूटने को ज  दे रही 
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अ ाय 6 हकदार 'Fluoroscence सहसंबंध े ो ोपी (FCS) िमि त macromolecular भीड़ एजटो ं

की उप थित म FITC (fluorescein आइसोिथयोसाइनेट) की अनुवादकीय सार की पढ़ाई' एक 

िव ृत भीड़ मीिडया म ोरोसट जांच FITC के सार िवशेषताओ ं की जांच (fluorescein iso 

thiocyanate) ( दान करता है एफसीएस ( ितदी  सहसंबंध े ो ोपी) की एकल-अणु आधा रत 

तकनीक का उपयोग करके गत और िमि त दोनो)ं। हमारे एफसीएस मापन दशाते ह िक िमि त 

पदाथ  की सू दश ता गत एकि त एजटो ं की सू दश ताओ ं की तुलना म उनके संबंिधत 

िम ण सां ता से हमेशा अिधक होती है। यह अवलोकन दशाता है िक िमि त म ोमोलेकुलर भीड़ का 

भाव गैर-योजक है, जो िक संबंिधत िम णो ं के गत घटको ं के योग से भटक जाता है। यह 

िवचलन भीड़ वाले एजटो ंके आकार और कृित पर िनभर करता है। 

'िन ष और भिव  की संभावनाओ'ं के अ ाय 7 म सम  जांच से ा  िन ष ुत िकए गए ह 

िजनम शािमल ह िक मै ोमोलेकुलर भीड़ वाले एजटो ंसे हेम कृि म समूह की र ा कैसे की जाती है, 

हेम ोटीन का मु  घटक, पृथ रण के िव  माओलो ोिबन, िलगड बा कारी गुणो ंको भािवत 

करता है और िसनेकोिस स हीमो ोिबन के गठना क प रवतन को भािवत करता है। और 

साइटो ोम सी के हीम अंश को िनयंि त करते ह। यह शोध भिव  के िदशा-िनदशो ंके िलए दरवाजे 

खोलता है जो भीड़ वाले प रवेश म हेम ोटीन के संरचना-समारोह संबंधो ं की मौिलक समझ म 

मह पूण योगदान देगा। 
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