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Tytut rozprawy w jezyku polskim

Modelowanie komputerowe wiasno$ci polimerowych
neck linkera z poréwnaniem do zmutowanych
sekwencji biatkowych, w kontekscie dynamiki
wewnetrznej catej struktury Kinezyny.

Stowa kluczowe
(maksymalnie 5)

Biofizyka, Biatka motoryczne, Kinezyna, Dynamika
molekularna, termodynamika nierownowagowa

Streszczenie rozprawy
(maksymalnie 1 400 znakow)

Ponizsza praca doktorska dotyczy biopolimeréw i ich
przemian strukturalnych w odpowiedzi na gwaltowne
perturbacje, ktorym moga, podlega¢ jako funkcjonalna
czes¢ wiekszych systemow biologicznych. Kinezyna to
biatko ’kroczace’ po mikrotubulach i umozliwiajace
szybki anterogradowy transfer aksjonalny.
Charakterystycznym funkcjonalnym elementem jej
struktury, jest tzw. neck linker, tacznik’ pomigdzy
szyja, kinezyny a jej gtowa. Jest to krotki fragment
tancucha, ktorego dlugos¢ nie osigga nawet 20
aminokwasow, mimo tego, ze jego obecnosc¢ jest
kluczowa dla funkcjonowania tego biatka
motorycznego. Udziat tego ’facznika’ w krokach
kinezyny jest wyrazany poprzez przeskakiwanie
pomiedzy odpowiednimi stanami konformacyjnymi.
Zjawisko to posiada wiele podobienstw do
eksperymentdéw rozciggania biopolimeréw przy uzyciu
metod typu AFM, czy tez szczypiec optycznych, w
ktérych uktad znajdowat si¢, daleko od rownowagi
termodynamicznej. Dzigki rownaniu Jarzynskiego,
jestesmy W stanie wyznacza¢ rdznice W energii
swobodnej pomigdzy stanami konformacyjnymi tego
"lacznika’. Analiza drgan normalnych zostata
wykorzystana do oceny wtasnosci "tacznika’ w
kontekscie natywnej struktury kinezyny.
Przeprowadzono symulacje Dynamiki Molekularnej w
ramach protokotu, ktory zostatl opracowany w celu
uzyskania przyblizonego zespotu statystycznego dla
eksperymentdéw rozciggania ’tgcznika’. Rownanie
Jarzynskiego zostato wykorzystane do okreslenia zmian




energii swobodnej dla przeskakiwania migdzy stanami
konformacyjnymi. Protokot zastosowano takze dla
grupy ‘zmutowanych’ peptydow, uzyskanych poprzez
modyfikacje, natywnej struktury ’tgcznika’. Znaleziono
zalezno$¢ miedzy obecno$cig, mutacji punktowych w
sekwencji ’tgcznika’ a rdznicg energii swobodnej dla
przeskakiwania pomigdzy stanami konformacyjnymi.
Praca sktada si¢, z pigciu rozdziatow. Pierwszy rozdziat
zawiera omowienie zagadnien istotnych dla tematyki
pracy. Sktada si¢, on z siedmiu czgsci. W pierwszej
cze$ci przedstawione zostaly cele pracy. Druga zawiera
histori¢ procesu odkrywania biatek motorycznych.
Trzecia thumaczy role Kinezyny w transporcie wewnatrz
komorkowym i wzmiankuje teoretyczne modele ruchu
kinezyny. W czwartej czesci przyblizone zostaja,
parametry struktur zdeponowanych w Protein Data
Bank. Pigta czg¢$¢ zawiera przyblizenie sekwencji
"tacznika’ w kontekscie catej czasteczki kinezyny.
Cz¢s¢ szosta wprowadza interpretacje biopolimerow
jako mechanicznych tancuchow. Finalnie, w czgséci
sibdmej przedstawiony zostaje koncept badania zmiany
energii swobodnej podczas rozciagania polimerow. W
drugim rozdziale, podzielonym na dwie czesci,
wprowadzone zostaja, teoretyczne podstawy analizy
drgan normalnych i analizy domenowej. Nastgpnie
przedstawione zostaje, jak mozna uzy¢ tych metod do
wyroznienia oddzielnych, relatywnie sztywnych domen
w strukturze biatka. Kolejna czes$é zawiera dyskusje,
rezultatow analizy i pokazuje, ze podziat na domeny w
strukturze kinezyny przebiega zgodnie z
oczekiwaniami, wynikajacymi z funkcji tego biatka. W
trzecim rozdziale przyblizone zostajg podstawy
Dynamiki Molekularnej, a takze pojecia i metody uzyte
w protokole zastosowanym do przeprowadzenia
symulacji rozciggania *tacznika’ i jego *mutantow’.
Nastepnie pojawia si¢ opis samego protokotu,
umozliwiajacego generowanie obszernych zespotow
statystycznych dla procesu rozciggania peptydow.
Finalnie, przedstawione sa, rezultaty analizy trajektorii,
z naciskiem na rocznice pomiedzy ’tacznikiem’ a
’zmutowanymi’ peptydami. Rozdziat czwarty zawiera
teoretyczny opis najwazniejszych statystycznych
wlasnosci termodynamicznego uktadu, wliczajac w to
roéznic¢ energii swobodnej. Rozdzial zawiera tez
omowienie rownania Jarzynskiego i twierdzenia
fluktuacyjnego Crooksa oraz wynikajacych z nich
konsekwencji dla rozciggania biopolimerow. Uwaga
zwrocona zostaje na ograniczenia w wyznaczaniu
r6éznicy sSwobodnej energii za pomocg, rownania
Jarzynskiego i zdefiniowane zostajg alternatywne




estymatory réznicy swobodnej energii np. estymator
Bennetta. Rozdziat jest zwienczony dyskusja na temat
znaczenia roznicy energii swobodnej miedzy stanami
konformacyjnymi dla biologicznej funkcji *tgcznika’.
Dokonane zostato takze poréwnanie migdzy
"tacznikiem’ a ’zmutowanymi’ peptydami i ocena, jak
substytucja danego typu aminokwasow w sekwencji
wplywa na profil energetyczny ’tgcznika’. W pigtym i
ostatnim rozdziale nastepuje podsumowanie pracy
badawczej, ktora towarzyszyta przygotowaniu tej pracy
doktorskiej. Podkreslone zostajg, najwazniejsze
rezultaty i zasugerowany zostaje mozliwy kierunek
dalszych badan.

Tytut rozprawy w jezyku pracy *

Computational modelling of neck linker’s polymeric
properties with comparison to mutated protein
sequences in the context of kinesin’s overall dynamical
properties

Stowa kluczowe
(maksymalnie 5)

Biophysics, Motor proteins, Kinesin, Molecular
Dynamics, non-equilibrium thermodynamics

Streszczenie rozprawy
(maksymalnie 1 400 znakow)

This doctoral thesis is chiefly about biopolymers and
rapid perturbations they are subjected to, in the context
of greater biological systems of which they are
functional elements. Neck linker, a biopolymer that
served as a basis of my inquiries, is a critical part of
kinesin, a motor protein that drives anterograde axonal
transport. Neck linker is but a small part of kinesin
sequence, its length does not reach 20 amino acid
residues, and yet it is a part upon which the function of
kinesin hinges. It is known that neck linker’s
contribution to kinesin’s walking along microtubule
involves switching conformational states. In fact, that
process shares many similarities with

pulling experiments, in which biopolymers are
stretched while the system is far from equilibrium.
Thanks to Jarzynski equality, it is possible to derive
free energy differences for these processes.

This thesis presents a complex approach to
biopolymers. Normal Mode Analysis is used to assess
neck linker’s dynamical properties in context of the
native kinesin structure. Molecular Dynamics
simulations are employed to carry out a protocol
designed to approximate a large ensemble of non-
equilibrium neck linker pulling experiments. Jarzynski
equality serves to derive free energy difference of neck
linker’s switching between conformational states.
Several *'mutated’ peptides are derived from original
neck linker and subjected to the same protocol. A
connection has been found between point mutations and




free energy difference of conformational state
switching. The thesis is divided into five chapters.

First chapter states the objectives of the thesis,
introduces the biological context, within which kinesin
motor protein exist, the basics of its function and
history of its discovery. Then it goes on to touch upon
Protein Data Bank as a source of native structures, neck
linker’s role in kinesin’s stepping and how well defined
is neck linker’s sequence. Finally it reframes neck
linker as a polymer, briefly describes basics of pulling
experiments and hints at the concept of free energy as
well as Jarzynski equality. Second chapter introduces
the concept of Normal Mode Analysis and Domains
Analysis and presents results of applying these methods
to the native structure of kinesin obtained from Protein
Data Bank. Third chapter introduces the principles of
Molecular Dynamics and defines several associated
concepts relevant to subsequent simulations. It goes on
to describe a simulation protocol designed in order to
acquire an unusually large ensembles of stretching
simulations and presents results of relevant trajectory
analysis, focusing on comparison between neck linker
and *mutated’ peptides. Fourth chapter delves into
theoretical descriptions of several statistical properties
of a system, including free energy and its difference. It
then introduces Jarzynski equality and highlights its
implications for pulling experiments. What follows is
an introduction of Crooks fluctuation theorem. After
that, practical limitations of Jarzynski equality are
mentioned and other estimators, i.e. the Bennett
estimator, are also introduced. Lastly, the chapter
discusses implications of the free energy difference
between various conformational states for neck linker’s
biological function, makes comparison between the
neck linker and 'mutated’ peptides and assesses

how the free energy profile of the neck linker is
influenced by amino acid substitutions. Fifth and final
chapter summarizes the investigations done for the
preparation of this thesis, highlights the most important
results and hints at avenues for further research.

Tytul rozprawy w jezyku
angielskim

Computational modelling of neck linker’s polymeric
properties with comparison to mutated protein
sequences in the context of kinesin’s overall dynamical
properties

Stowa kluczowe
(maksymalnie 5)

Biophysics, Motor proteins, Kinesin, Molecular
Dynamics, non-equilibrium thermodynamics

Streszczenie rozprawy
(maksymalnie 1 400 znakow)

This doctoral thesis is chiefly about biopolymers and
rapid perturbations they are subjected to, in the context




of greater biological systems of which they are
functional elements. Neck linker, a biopolymer that
served as a basis of my inquiries, is a critical part of
Kinesin, a motor protein that drives anterograde axonal
transport. Neck linker is but a small part of kinesin
sequence, its length does not reach 20 amino acid
residues, and yet it is a part upon which the function of
kinesin hinges. It is known that neck linker’s
contribution to kinesin’s walking along microtubule
involves switching conformational states. In fact, that
process shares many similarities with

pulling experiments, in which biopolymers are
stretched while the system is far from equilibrium.
Thanks to Jarzynski equality, it is possible to derive
free energy differences for these processes.

This thesis presents a complex approach to
biopolymers. Normal Mode Analysis is used to assess
neck linker’s dynamical properties in context of the
native kinesin structure. Molecular Dynamics
simulations are employed to carry out a protocol
designed to approximate a large ensemble of non-
equilibrium neck linker pulling experiments. Jarzynski
equality serves to derive free energy difference of neck
linker’s switching between conformational states.
Several *mutated’ peptides are derived from original
neck linker and subjected to the same protocol. A
connection has been found between point mutations and
free energy difference of conformational state
switching. The thesis is divided into five chapters.
First chapter states the objectives of the thesis,
introduces the biological context, within which kinesin
motor protein exist, the basics of its function and
history of its discovery. Then it goes on to touch upon
Protein Data Bank as a source of native structures, neck
linker’s role in kinesin’s stepping and how well defined
IS neck linker’s sequence. Finally it reframes neck
linker as a polymer, briefly describes basics of pulling
experiments and hints at the concept of free energy as
well as Jarzynski equality. Second chapter introduces
the concept of Normal Mode Analysis and Domains
Analysis and presents results of applying these methods
to the native structure of kinesin obtained from Protein
Data Bank. Third chapter introduces the principles of
Molecular Dynamics and defines several associated
concepts relevant to subsequent simulations. It goes on
to describe a simulation protocol designed in order to
acquire an unusually large ensembles of stretching
simulations and presents results of relevant trajectory
analysis, focusing on comparison between neck linker
and "mutated’ peptides. Fourth chapter delves into




theoretical descriptions of several statistical properties
of a system, including free energy and its difference. It
then introduces Jarzynski equality and highlights its
implications for pulling experiments. What follows is
an introduction of Crooks fluctuation theorem. After
that, practical limitations of Jarzynski equality are
mentioned and other estimators, i.e. the Bennett
estimator, are also introduced. Lastly, the chapter
discusses implications of the free energy difference
between various conformational states for neck linker’s
biological function, makes comparison between the
neck linker and 'mutated’ peptides and assesses

how the free energy profile of the neck linker is
influenced by amino acid substitutions. Fifth and final
chapter summarizes the investigations done for the
preparation of this thesis, highlights the most important
results and hints at avenues for further research.

* Jezeli rozprawa jest napisana w jezyku polskim wystarczy wypehni¢ pierwsza rubryke.




