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ABSTRAK

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kestabilan kompleks
protein- scavenger AOC (Aspirin-Ovalbumin-Caffeine) dipengaruhi
oleh  pH. Datamining dilakukan untuk mendapatkan 10VA
(ovalbumin) dan caffeine (ID 2519) serta aspirin (1D 2244). Preparasi
data menggunakan PyRx dan Discovery Studio 2016 Client. Docking
menggunakan PatchDock, sedangkan refinement menggunakan
FireDock. Analisis interaksi reseptor-ligan menggunakan LigPlus dan
Discovery. Studio - 2016 Client. - Simulasi - dinamika  molekuler
menggunakan YASARA dengan waktu running 4000 ps. Hasil
analisis nilai energi potensial dari kompleks AOC menunjukkan
kestabilan pada pH 1,5 , 2 dan 2,5 sedangkan pH 1 mengalami
fluktuasi pada 2125 ps. Nilai energi ikat ligan menunjukkan motif
yang sama dengan perbedaan pada pH 1. Korelasi antara energi
potensial dan energi ikat ligan dengan motif sama menunjukkan
terdapatnya perubahan konformasi protein ketika ligan berada pada
situs penambatan di reseptor protein. RMSD serta RMSF residu yang
terukur menunjukkan terjadinya perenggangan ikatan ligan dan residu
reseptor dari O ps hingga 4000 ps, akan tetapi tidak terdapat pelepasan
ligan selama simulasi pada tahap inisiasi awal hingga akhir. Hasil dari
visualisasi movie menunjukkan kondisi kestabilan pada kompleks
AOC di pH 2 yaitu tidak terdapatnya perubahan struktur konformasi
protein secara signifikan dan ligan masih terikat pada reseptor. Hasil
dari analisa keseluruhan menunjukkan bahwa kompleks AOC lebih
stabil pada pH 2 dibandingkan dengan variasi pH lainnya.

Kata kunci: AOC, dinamika molekuler, docking, ovalbumin,
YASARA



Molecular Dynamics Analysis of Scavenger Complex AOC
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ABSTRACT

This research aim to determine the stability of scavenger complex
protein  AOC  (Aspirin-Ovalbumin-Caffeine) is affected by pH.
Datamining performed to obtain 10VA (ovalbumin), caffeine (1D
2519) and aspirin (ID 2244). PyRx and Discovery Studio 2016 Client
used for data preparation. PatchDock used for docking, whereas
FireDock for refinement. LigPlus and Discovery Studio 2016 Client
used for analysis of receptor-ligand interactions. YASARA used for
molecular dynamics simulations with running time of 4000 ps. The
result of potential energy analysis of AOC complex showed stability
at pH 1.5, 2 and 2.5 whereas pH 1 fluctuated at 2125 ps. Ligand
binding energy value showed same motif with difference at pH 1.
Correlation between potential energy and ligand binding energy with
the same motif indicate the presence of protein conformational
changes when the ligand is at binding sites of protein receptor. RMSD
and RMSF residues indicating the occurrence of stretch bonding
ligand and receptor residues from 0 ps to 4000 ps, but there is no
release of the ligand during simulation at the initiation stage from
beginning to end.. The results of movie visualization showed the
stability conditions of AOC complex at pH 2, which means the
absence of change of protein conformational structure as significantly
and ligand still bound to the receptor. Results of overall analysis
showed that AOC complex was more stable at pH 2 compared with
other pH variations.

Key words : AOC, docking, molecular dynamics, ovalbumin,
YASARA
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1.1 Latar Belakang

Pembentukan beberapa radikal bebas seperti superoksida,
hidrogen peroksida, radikal hidroksil maupun radikal peroksil terjadi
beriringan dengan berjalannya metabolisme. Kelompok atom  atau
atom memiliki elektron tidak berpasangan disebut radikal bebas.
Radikal bebas merupakan molekul yang bersifat sangat reaktif dan
mampu bereaksi dengan asam nukleat, protein, lipid serta molekul
lain terjadi  perubahan struktur molekul-molekul - yang dapat
menyebabkan kerusakan jaringan (Murray dkk., 2006).

Radikal bebas dapat diatasi dengan senyawa-senyawa antioksidan
yang mampu membersihkan ROS dengan menekan pembentukannya
dan melawan efeknya. Antioksidan dapat diperoleh baik secara
endogen maupun eksogen  (Murray dkk., 2009). Kemampuan
antioksidan - dalam  melakukan inhibisi produksi radikal bebas
dinamakan  scavenging activity (Wang & Hongjun, 2000).
Antioksidan endogen belum sepenuhnya mampu mencegah
kerusakan sel. Sehingga tubuh masih memerlukan antioksidan dari
luar.

Antioksidan eksogen dapat diperoleh dari buah, sayuran maupun
senyawa tertentu sebagai scavenger. Pengobatan atau terapi masa
kini sudah mencapai tahap penggunaan scavenger sebagai metode
penyembuhan suatu penyakit. Rumah Sehat yang bertempat di Jalan
Surakarta 5 Kota Malang, merupakan salah satu tempat terapi yang
menggunakan metode ini. Rumah Sehat menggunakan Kopi 1
mengandung kopi dan aspirin. Penambahan ovalbumin dari telur
pada Kopi 1 membentuk kompleks protein scavenger AOC.
Konsumsi Kopi 1 menunjukkan hasil yaitu meningkatkan trombosit,
penurunan suhu tubuh saat diberikan pada pasien yang mengalami
inflamasi, serta peningkatan kualitas hidup (Saraswati & Jayanti,
2014).

Pemanfaatan kompleks scavenger AOC di Rumah Sehat
dikonsumsi secara oral. Absorption pathway dari ovalbumin, aspirin
dan- kafein telah diketahui dari penelitian  sebelumnya, dimana
ovalbumin diserap ke dalam darah perifer dan getah bening dari
lumen gastrointestinal (Yokooji dkk., 2014). Sedangkan aspirin
diserap cepat dari lambung dan usus oleh difusi pasif, walaupun

1



sebelumnya diubah menjadi salisilat di perut, mukosa usus, darah
dan hati (UNIL,2016) dan kafein yang 84% dicerna pada tahap
awalnya dimetilasi dengan CYP1A menjadi paraxanthine  dan
diserap oleh lambung dan usus halus (Chen dkk., 2011). Penyerapan
kompleks AOC pakan melalui lambung terlebih dahulu, sehingga
diperlukan analisis secara in-silico agar dapat memahami. interaksi
serta kestabilan kompleks AOC di dalam lambung. Kestabilan
kompleks AOC dapat dianalisis menggunakan simulasi dinamika
molekuler. Telah diketahui bahwa ovalbumin lebih stabil pada pH
6.5 dibandingkan dengan pH 8.5 (Seideman dkk., 1962). Pada pH
asam (pH sekitar 2) ovalbumin tetap pada konformasi globular awal,
akan tetapi fleksibilitas ikatan pada ovalbumin semakin meningkat
serta akan lebih mudah untuk didenaturasi (Koseki dkk., 1988).
Salah satu residu phosphoserine yang berada pada permukaan
ovalbumin yaitu SerP-68 akan terekspos pada pH rendah (Castellano
dkk., '1996). Sehingga -analisis kestabilan dinamika molekuler
kompleks AOC penting dilakukan dikarenakan belum terdapat data
yang memadai mengenai kestabilan AOC pada beberapa variasi pH
asam di lambung. Penelitian ini diharapkan mampu menjelaskan
kestabilan kompleks scavenger AOC pada variasi pH asam.
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1.2 Rumusan Masalah

Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah apakah kestabilan
kompleks protein scavenger AOC (Aspirin, Ovalbumin, Caffeine)
dipengaruhi oleh pH?

1.3 Tujuan Penelitian

Tujuan dalam penelitian ini adalah mengetahui’ Kkestabilan
kompleks protein scavenger AOC (Aspirin, Ovalbumin, Caffeine)
dipengaruhi oleh pH.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat dari penelitian ini adalah memberikan data mengenai
kestabilan Kopi 1 dalam lambung dengan suasana pH asam. Selain
itu diharapkan dengan penelitian ini dapat mempunyai kontribusi
terhadap bidang ilmu pengetahuan.
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2.1 Ovalbumin, Aspirin dan Kafein

Ovalbumin merupakan protein dengan kuantitas terbanyak di
dalam- telur. ayam dan juga merupakan salah satu protein pertama
yang diisolasi dalam bentuk murni. Ovalbumin mudah didapatkan,
sehingga penggunaannya luas dalam mempelajari struktur dan sifat
protein, selain itu digunakan pula dalam analisis alergi. Penelitian
dengan melibatkan —ovalbumin mengalami.  peningkatan setelah
penemuan yang- tidak terduga bahwa protein -ini termasuk dalam
super-famili serpin. -~ Serpin merupakan - famili ' protein ' yang
mempunyai lebih dari 300 homolog protein dengan berbagai macam
fungsi baik di hewan, insekta, virus dan hewan (Huntington & Stein,
2001).

Aktivitas fungsional dari serpin sebagai protease inhibitor
didasarkan atas kemampuan mereka yang unik dalam perubahan
konformasi yang dramatis pada saat terjadi interaksi dengan
protease. Serpin asli. memiliki loop peptida yang mempunyai
fleksibiltas tinggi. Kemampuan serpin untuk mengalami perubahan
konformasi memungkinkan untuk regulasi yang ketat dalam aktivitas
serpin dalam menyediakan informasi yang jelas pada kompleks
protease-serpin (Huntington & Stein, 2001).

Mekanisme kontrol yang kompleks terlihat di inhibitori serpin
menjelaskan keberhasilan evolusi dari keluarga ini sebagai protease
inhibitor dominan dalam organisme tingkat tinggi. Sedangkan serpin
non-inhibitor, termasuk angiotensinogen dan ovalbumin, tidak
menunjukkan bukti untuk perubahan konformasi besar seperti
golongan serpin_inhibitori yang diikuti dengan situs restriksi di
pusat-pusat reaktif dan tampaknya golongan serpin ini telah
kehilangan kemampuan mobilitas ekstrim . dari serpin inhibitor
(Huntington & Stein, 2001).

Gambar 1 merupakan ovalbumin yaitu glikoprotein dengan massa
molekul sebesar 45.000. Sekuen asam amino dari ovalbumin ayam
terdiri dari 386 asam amino. Sekuen ini meliputi enam sistein dengan
ikatan disulfida tunggal yang berada diantara Cys74 dan Cys121.
Ovalbumin tidak memiliki sekuen N-terminal, meskipun ovalbumin
merupakan protein sekretori. Sebaliknya, urutan hidrofobik antara
residu 21 dan 47 dapat bertindak sebagai sebagai sinyal internal yang
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terlibat dalam lokasi transmembran. Terdapat dua polimerfisme di
ovalbumin yaitu substitusi. Glu: menjadi- GIn pada residu 290 dan
substitusi- Asn menjadi Asp pada residu 312 (Huntington & Stein,
2001).

Keterangan :
A : Rantai A
B : Rantai C
C :Rantai D
D: Rantai B

Gambar 1. Struktur 3 Dimensi Ovalbumin (1OVA) Tanpa Ligan dan
Air Menggunakan Discovery Studio 2016 Client

Ovalbumin dapat dikonjugasikan dengan berbagai senyawa salah
satu contohnya adalah asam palmitat. Ova-palm dapat berfungsi
sebagai inhibitor dari kondisi toleransi oral. Toleransi oral adalah
sebuah fenomena dimana ketika terdapat sebuah antigen yang
diberikan secara oral, terjadi reduksi respon imun oleh individu
tersebut. Konjugasi Ova-Palm terbukti meningkatkan kemampuan
respon antibodi dibandingkan dengan Ova. Kompleks ovalbumin
dengan asam palmitat sangat efesien dalam meningkatkan imunitas
humoral dan selular (Oliveira dkk., 2002).

Hal ini - memberikan gambaran bahwa penggunaan kompleks
protein  ovalbumin- dengan ligan lebih baik  dibandingkan
dengan senyawa tunggal saja. Dalam penggunaan Kopi 1 secara oral,
ovalbumin akan di-couple dengan beberapa senyawa yaitu kafein dan
aspirin. Kafein pada Gambar 2 merupakan senyawa alkaloid xantina
berbentuk kristal dan berasa pahit yang bekerja sebagai obat
perangsang psikoaktif dan diuretik ringan. Manfaat kafein bila
dikonsumsi dalam dosis yang telah ditentukan dapat memberikan
efek yang positif. Konsumsi kafein sebanyak 100 mg tiap hari dapat
menyebabkan individu merasa adiktif pada kafein (Fitri, 2008).
Penelitian membuktikan bahwa kafein' memiliki efek sebagai



stimulasi otot jantung, dan sel syaraf pusat, serta mampu
meningkatkan diuresis (Farmakologi Ul, 2002).

Selain itu kafein dapat meningkatkan efektifitas dari parasetamol
dan aspirin yang termasuk dalam obat analgesik (Saraswati &
Jayanti, 2014). Kafein merupakan salah satu jenis alkaloid yang
terdapat dalam jumlah besar di dalam daun teh, biji coklat serta biji
kopi. Kafein mempunyai efek farmakologis yang dapat bermanfaat
secara Klinis, beberapa contohnya adalah relaksasi otot polos,
stimulasi pada otot jantung serta susunan syaraf pusat (Coffeefaq,
2001).
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Gambar 2. Kafein (2519) Menggunakan PyRx (A) Struktur 3D (B)
Struktur 2D

Berdasarkan efek farmakologis tersebut, kafein ditambahkan
dalam  jumlah tertentu ke minuman. Efek over ‘dosis dalam
mengkonsumsi kafein mampu menyebabkan gelisah, gugup, tremor,
hipertensi, insomnia, kejang serta mual. Kafein sebagai stimulant
dengan tingkat- sedang atau yang disebut dengan mild stimulant
diduga sebagai penyebab kecanduan. Akan tetapi kafein hanya dapat
menimbulkan kecanduan jika dikonsumsi dengan jumlah yang
banyak serta rutin. Kecanduan kafein sangat berbeda  dengan
kecanduan obat psikotropika, hal ini dikarenakan gejalanya akan
hilang dalam waktu beberapa hari setelah konsumsi (Farmakologi
Ul, 2002). Kopi mengandung beberapa antioksidan yaitu polifenol,
flavinoid, asam klorogenat, tokoferol serta. kumarin yang dapat
menangkal radikal bebas (Saraswati & Jayanti, 2014).

Senyawa di dalam kopi seperti CA (caffeic acid) dan CGA
(chlorogenic acid 5-caffeoylquinic acid) mempunyai peran penting
dalam aktifitas antioksidan yang berkaitan dengan konsumsi_ kopi.
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Metabolisme kafein dan kolonik berhubungan dalam peningkatan
aktifitas antioksidan dimana terlihat dalam asam m-coumaric dan
asam ' dihydrofurelic yang ‘merupakan bagian dari metabolisme
kolonik. Pada konsentrasi fisiologis yang relevan dapat menunda
oksidasi LDL. (lipoprotein densitas rendah) oleh tembaga lebih dari
13 jam (Gomez-Ruiz dkk., 2007).

Penelitian juga ' membuktikan bahwa senyawa pada kopi seperti
N-methylpyridinium dapat menurunkan kerusakan DNA pada sel
Caco-2 yang telah diinduksi dengan menadione. Senyawa seperti 5-
CQA (caffeoylquinic acid), (> 3 pM), catechol (30 puM) dan
trigonelline (>30 p M) yang merupakan senyawa di dalam kopi
dapat menurunkan tingkat ROS (Bakuradze dkk., 2010).

Senyawa selanjutnya yang ditambahkan dalam konsumsi Kopi 1
secara oral selain ovalbumin dan kafein adalah aspirin. Aspirin pada
Gambar 3 merupakan obat yang dapat menurunkan insiden serangan
transien, iskemik, trombosis arteri koronaria dengan infark miokard,
angina tak stabil, . serta trombosis bypass arteri koronaria. Selain
meberikan efek dalam terapi, aspirin mempunyai efek samping
antara lain gangguan lambung serta hepatotoksisitas, duodenum,
ruam, toksisitas ginjal serta asma.  Aspirin secara efektif dapat
dimanfaatkan sebagai obat antiinflmasi, dan juga dapat digunakan
sebagai obat analgesic yang lebih efektif. Ketika aspirin diabsorbsi
dan dihidrolisis dengan cepat yang memerlukan waktu paruh selama
15 menit menjadi salisilat dan asam asetat oleh esterase di dalam
darah serta jaringan. lkatan dapat terjadi antara asam salisilat dengan
albumin, akan tetapi metabolisme serta ikatan salisilat dapat menjadi
jenuh yang menyebabkan fraksi yang tidak terikat meningkat
bersamaan dengan meningkatnya konsentrasi total-asam salisilat
(Furst & Ulrich, 2012).

Gambar 3. Aspirin (2244) Menggunakan PyRx (A) Struktur 3D (B)
Struktur 2D
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Widyarti dkk (2015) melaporkan bahwa terdapat interaksi antara
ovalbumin dan beberapa senyawa. Hasil absorbansi menggunakan
spektofotometer UV menunjukkan bahwa interaksi antara ovalbumin
dengan aspirin dapat merubah panjang gelombang maksimal dan
absorbansi, dimana semakin tinggi konsentrasi aspirin maka semakin
tinggi nilai absorbansi interaksi dengan ovalbumin. Interaksi antara
ovalbumin dengan vitamin C' juga diukur dan menghasilkan
perubahan panjang gelombang maksimal semakin tinggi serta
perubahan nilai absorbansinya. Sedangkan interaksi antara
ovalbumin dengan aspirin didapatkan hasil absorbansi dan panjang
gelombang - maksimal - bergerak menurun. - Senyawa  aspirin- dan
vitamin C bersifat lebih fungsional apabila di-couple dengan
ovalbumin, sedangkan kafein kurang fungsional jika berikatan
dengan ovalbumin. Hal ini membuktikan bahwa ovalbumin dapat
bersifat sebagai adjuvant dalam interaksinya dengan beberapa
senyawa.

Jayanti dkk  (2015). menyatakan bahwa ovalbumin mampu
membentuk kompleks scavenger dengan aspirin serta kafein dengan
energi rendah, penelitian tersebut memanfaatkan proses docking
menggunakan PyRx. Letak kedua ligan tidak berada pada residu
yang sama dimana hal ini-menyatakan bahwa kedua ligan tersebut
dapat berfungsi dan melekat pada situs ikatan makromolekul
ovalbumin. Hasil docking kompleks AOC (aspirin, ovalbumin dan
kafein) pada penelitian ini akan disimulasikan kestabilan kompleks
pada suhu tubuh manusia sehat yaitu 37°C atau 310K (Elert, 2000),
dengan kondisi fisiologis pH dari 1 hingga 2,5, dimana merupakan
pH lambung manusia yang sehat pada umumnya (Evans dkk., 1988).
Berdasarkan penelitian sebelumnya didapatkan-hasil bahwa terdapat
perubahan struktur sekunder pada ovalbumin murni tanpa ligan
ketika diinduksikan berbagai variasi pH, dimana ketika pH
diturunkan dari 5,5 ke 3,6 tidak menyebabkan perubahan struktur
yang signifikan akan tetapi pada pH' dibawah 2 didapatkan hasil
semakin banyaknya struktur B-sheet sehingga struktur ovalbumin
tidak lagi stabil (Kang dkk., 2014). Selanjutnya terdapat penelitian
terhadap ovalbumin yang telah dicampur dengan gum arabic juga
telah diteliti kestabilannya pada berbagai kondisi pH, dan didapatkan
hasil yaitu GA:OVA pada pH 3,8 dan 4 bersifat lebih stabil
dibandingkan dengan pH 7 (Niu dkk., 2014).
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2.2 Docking

Molecular docking berfungsi dalam mempelajari Ligan maupun
interaksi reseptor dengan cara melakukan identifikasi pada situs aktif
yang cocok dengan protein, selain itu mendapatkan geometri yang
terbaik dari  kompleks reseptor dan Ligan, kemudian dapat
menghitung -energi interaksi -untuk ligan, sehingga hasil analisis
dapat membantu dalam merancang ligan yang lebih efektif. Program
docking dinyatakan berhasil tergantung dengan dua komponen yaitu
fungsi scoring dan pencarian algoritma (Mukesh & Rakesh, 2011).
Scoring berfungsi untuk memperkirakan afinitas ikatan antara ligan
dengan makromolekul. Penggunaan algoritma mempunyai fungsi
dalam menentukan konformasi dari reseptor yang memiliki interaksi
dengan Ligan (Serina, 2013).

Salah satu program untuk melakukan docking adalah
menggunakan -~ PatchDock. PatchDock = merupakan web  based
program yang menggunakan algoritma ~berdasarkan - struktur
geometri. Program ini berutujuan untuk mencari daerah untuk
docking yang berdasarkan bentuk komplementer molekul. Terdapat
empat opsi yang harus diisi jika melakukan request docking yaitu
clustering RMSD dimana merupakan angka yang spesifik dari jarak
RMSD. RMSD yang disarankan untuk melakukan docking protein-
protein sebesar 4 A sedangkan untuk docking protein-Ligan sebesar
1,5 A. Opsi kedua yaitu complex type dimana mempunyai beberapa
parameter yang berbeda dan harus dispesifikkan. Terdapat beberapa
parameter yaitu tipe kompleks enzim-inhibitor, tipe kompleks
antibodi-antigen, dan tipe docking protein-small Ligan. Selanjutnya
yaitu terdapat opsi receptor binding site dimana diisi jika sudah
memiliki data potential binding site pada reseptor yang akan
dilakukan docking pada PatchDock. Opsi terakhir yaitu Ligan
binding site dimana diisi jika mempunyai data residu yang
berpotensial sebagai tempat Ligan binding (Schneidman-Duhovny
dkk., 2005).

Proses docking selanjutnya dapat dilakukan proses refinement,
dimana hasil docking dari server PatchDock dapat langsung diproses
dengan FireDock. Hasil docking yang diproses di FireDock akan
diperbaiki ~ menggunakan - restricted  interface  side-chain
rearrangement dan juga optimisasi rigid-body. Hasil yang diperoleh
dari proses refinement berupa struktur yang telah diperbaiki dan
memiliki akurasi yang tinggi (Andrusier dkk., 2007).
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2.3 Dynamic Simulation

Simulasi - dinamika - molekuler - merupakan - metode - dalam
menyelidiki - struktur cair, padat dan gas menggunakan teknik
mekanika klasik dan persamaan hukum newton. Tujuan utama dari
simulasi dinamika molekuler yaitu menjadi jembatan antara teori dan
hasil eksperimen, menghasilkan trayektori molekul dengan jangka
waktu terhingga serta ‘memungkinkan peneliti untuk -melakukan
simulasi yang tidak dapat dilakukan secara wet lab.
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(Astuti & Mutiara, 2014)
Gambar 4. Flowchart dinamika molekuler

Prinsip dinamika molekuler seperti Gambar 4 yaitu pergerakan
molekul dikomputasi dengan metode integrasi serta besar gaya antar
molekul dihitung secara eksplisit. Proses -utama dari simulasi
dinamika molekuler yaitu menghitung besar gaya yang bekerja
kemudian mengkomputasi pergerakan atom dan menampilan analisis
statistik dalam setiap konfigurasi atom (Astuti & Mutiara, 2014).
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3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September 2016 -
Desember 2016 di Laboratorium- Bioinformatika, Jurusan Biologi,
Fakultas ‘Matematika dan llmu - Pengetahuan Alam, Universitas
Brawijaya, Malang.
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3.2 Datamining Bahan Docking

Data mengenai struktur protein Ovalbumin didapatkan dari situs
PDB ' (http://www.rcsh.org/pdb) dengan PDB  ID vyaitu 10VA
kemudian disimpan dalam format (.pdb). Data mengenai senyawa
ligan bahan docking (Kafein dan aspirin) didapatkan dari database
PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov) dengan ID 2519 untuk
kafein dan 1D 2244 untuk aspirin.

3.3 Molecular Docking

Data makromolekul (10VA). dihilangkan ligan dan molekul
airnya dengan aplikasi Discovery Studio 2016 Client, kemudian
hasilnya disimpan sebagai file dalam format (.pdb). Proses docking
menggunakan web server PatchDock dengan mengupload ligan dan
protein dan RMSD yang dipilih 1.5 A untuk docking senyawa dan
protein. Hasil docking kemudian direfinement menggunakan fasilitas
FireDock yang langsung terhubung dengan PatchDock. Hasil
docking - dan refinement yang digunakan dalam penelitian ini
merupakan hasil dengan peringkat pertama dengan score tertinggi.

3.4 Dynamic Simulation

Simulasi - dinamika molekuler memerlukan aplikasi - bernama
YASARA. Dalam simulasi dinamika molekuler ini file hasil docking
kompleks AOC diinput ke dalam program dengan cara Options ->
Macro & Movie -> Set Target. Kemudian dilakukan input macro
untuk - melakukan simulasi dinamika molekuler yang sebelumnya
telah dipreparasi terlebih dahulu baik suhu yang dipakai 310K dan
pH yang disesuaikan dengan penelitian yaitu pH 1, 1.5, 2, dan 2,5,
selanjutnya pada macro md_run ( Lampiran 3) juga diatur lama
waktu running yaitu 4000 ps.
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http://www.rcsb.org/pdb
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Waktu 4 ns (4000 ps) dianggap sebagai waktu yang cukup untuk
melakukan  simulasi. molekul  dalam kondisi fisiologis dan dapat
dianalisis secara terperinci (NagaSundaram & Doss, 2011). Analisis
RMSD backbone protein dan energi potensial didapatkan dengan
menjalankan macro md_analyze seperti pada Lampiran 1, sedangkan
analisis binding energy menggunakan macro md_analyzebindenergy
(Lampiran 2). Sedangkan untuk menjalankan kembali hasil running
menggunakan macro md_play seperti pada Lampiran 4 dan direkam
dengan menggunakan aplikasi IceCream Screen Recorder dengan
hasil output berupa file dengan ekstensi (.wmv).
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Analisis Hasil Docking Kompleks AOC

Docking kompleks AOC pada PatchDock diawali dengan
penambatan ovalbumin dengan kafein. Parameter yang dimasukkan
pada PatchDock meliputi file PDB 10VA sebagai reseptor, dimana
ovalbumin yang digunakan sudah dihilangkan air maupun ligan yang
menempel menggunakan Discovery Studio 2016 Client, sedangkan
kafein dengan format (.pdbqgt) yang sebelumnya dikonversi dari
format (.sdf) menggunakan fitur OpenBabel pada aplikasi PyRx.
RMSD vyang digunakan dalam docking menggunakan PatchDock
khusus untuk protein-small molecule adalah 1,5 A (Schneidman-
Duhovny dkk., 2005).

Hasil yang didapatkan berupa file PDB berjumlah hingga 100 file
yang telah dikompresi dalam format (.zip). Score tertinggi dimiliki
oleh model pertama dengan jumlah 3470 yang didapatkan dari
perhitungan algoritma PatchDock dengan menghitung semua
interaksi atom ligan dengan protein. Sedangkan Area merupakan
daerah antarmuka kompleks protein-ligan, dan ACE (Atomic Contact
Energy) merupakan energi yang digunakan dalam membentuk
kompleks dimana semakin rendah energi maka semakin mudah
penambatan ligan (Duhovny dkk., 2002). Energi kontak atom dari
hasil docking menunjukkan bahwa model ketiga dengan energi -
211,17 Kcal/mol merupakan energi terendah akan tetapi dari hasil
scoring keseluruhan mempunyai selisih 48 poin dengan model
pertama (Tabel 1).
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Tabel 1. Tiga model dengan scoring tertinggi dari seratus model
hasil docking LOVA dan kafein- menggunakan PatchDock

No Score Area ACE (Kcal/Mol)

1 3470 366,20 -129,91
2 3438 366,10 -133,97
3 3432 411,20 -211,17

Tabel 1 merupakan tiga model dengan scoring . tertinggi dari
seratus model hasil docking 1OV A dengan kafein, kemudian sepuluh
besar terbaik dari seratus hasil docking dilakukan ' refinement
menggunakan FireDock yang merupakan web server based program.
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Proses refinement FireDock mempunyai dua tahapan yaitu
pengaturan. - ulang = antarmuka  rantai = samping ~dan - penyesuaian
orientasi dari molekul. Metode refinement mampu memastikan
bahwa residu yang dapat berikatan dengan ligan tidak mengalami
perubahan signifikan ketika terjadi penambatan ligan pada protein
tersebut.  FireDock = mempunyai aturan tersendiri. dalam - proses
refinement dimana 'menghentikan pergerakan rantai samping ‘dan
memperhalus jari-jari atom, yang akan meningkatkan sensitivitas
dari algoritma yang digunakan oleh FireDock, sehingga hasil
menjadi semakin akurat (Andrusier dkk., 2007).

Tabel 2 merupakan hasil dari proses refinement kompleks 10VA
dan kafein. Tiga peringkat teratas didasarkan atas global energi
secara keseluruhan dimana semakin rendah energi yang digunakan
maka semakin mudah terbentuknya sebuah kompleks makromolekul
dengan ligannya. Hasil refinement menunjukkan bahwa model ketiga
menduduki peringkat pertama dengan energi keseluruhan sebesar -
29,98 Kcal/mol. Analisis ikatan Van Der Waals pada hasil
refinement menggunakan FireDock dimana terbagi menjadi dua yaitu
ikatan atraktif dan repulsif. Ikatan VVan Der Waals terbentuk jika dua
molekul bermuatan dipol berdekatan, dimana terjadi ikatan atraktif
apabila jarak antar dua molekul cukup dekat akan tetapi masih ada
gap diantaranya, sedangkan ikatan repulsif adalah ikatan sementara
yang terjadi jika terdapat dua molekul dengan jarak yang sangat
dekat tanpa adanya gap (Karp, 2009). Model ketiga mempunyai
ikatan atraktif VVan Der Waals sebesar -11,87 dan repulsif sebesar
1,38 yang menunjukkan resultan ke arah ikatan attractive, sehingga
di antara molekul 10V A dan kafein mengalami pengikatan.

Tabel 2. Hasil refinement model docking 10VA+kafein
menggunakan FireDock

No ' Global Attractive Repulsive R(A+R)  ACE

Energi Van Der Van Der
Waals Waals
3 -29,98 -11,87 1,38 -10,49 -8,61
8 -29,08 -10,43 0,62 0,81 -8,87
5 -27,51 -9,61 TIBY -8,04 -9,14

13



Model docking 1OVA dan kafein nomor tiga hasil refinement
kemudian diinput ke PatchDock untuk proses docking menggunakan
aspirin dalam rangka membentuk kompleks AOC ditunjukkan Tabel
3. Metode yang digunakan sama seperti sebelumnya baik input nilai
RMSD maupun parameter jenis ikatan protein-small molecules.
Hasil yang didapatkan- yaitu model pertama mempunyai nilai score
tertinggi yaitu 3416 dan energi kontak atom (ACE) sebesar -113,66
Kcal/mol (Tabel 3).
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Tabel 3. Tiga model dengan scoring tertinggi dari seratus model
hasil docking (1OVA+kafein refinement) dengan aspirin
menggunakan PatchDock

ACE
No Score Area (Kcal/Mol)
1 3416 371,40 -113,66
2 3408 368,00 -126,60
3 3352 377,20 -141,26

Hasil docking tersebut kemudian dilakukan proses refinement
dengan FireDock sama seperti sebelumnya, dimana sepuluh model
terbaik pada PatchDock akan diproses refinement. Tabel 4
menunjukkan hasil yaitu model ketiga dari sepuluh model dengan
scoring tertinggi hasil PatchDock sebelumnya merupakan peringkat
pertama dari hasil refinement pada FireDock. Model ketiga memiliki
energi keseluruhan sebesar -31,28 Kcal/mol dengan ikatan VVan Der
Waals atraktif sebesar -12,75 dan repulsif sebesar 1,92.

Tabel 4. Hasil refinement model docking kompleks AOC
menggunakan FireDock

No  Global Attractive Repulsive R(A+R) ACE

§ Energi Van Der Van Der

< Waals Waals
;: 3 -31,28 -12,75 1,92 -10,83 -8,61
AZ 5 -29,07 -10,56 0,77 -9,79 -8,67
:§ 6 -26,62 -10,10 0,88 -9,22 -7,63
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Hasil  refinement docking kompleks ~AOC kemudian
divisualisasikan -menggunakan Discovery Studio 2016 Client dan
YASARA. Gambar 5A menunjukkan visualisasi kompleks AOC
menggunakan program YASARA, ligan ditunjukkan dengan warna
ungu. Gambar 5B merupakan struktur kompleks AOC yang
divisualisasikan dengan aplikasi Discovery Studio 2016 Client, ligan
berada di dalam hydrophobic cave yang merupakan salah satu fungsi
di dalam aplikasi DS 2016 Client. Ovalbumin diwarnai berdasarkan
rantai sisinya, warna merah merupakan rantai sisi A, warna oranye
adalah rantai sisi B. Warna hijau merupakan rantai sisi C, sedangkan
warna cyan merupakan rantai sisi D. Pewarnaan disamakan pada
visualisasi struktur 3D kompleks AOC baik pada YASARA maupun
Discovery Studio 2016 Client.
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Gambar 5. Visualisasi struktur 3D kompleks AOC (A)
YASARA (B) Discovery Studio 2016 Client
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Analisis interaksi antara protein dan ligan dilakukan
menggunakan aplikasi- LigPlus (Gambar 6). Hasil visualisasi tidak
menunjukkan adanya tumpukan dari aspirin dan kafein dikarenakan
posisi kedua ligan tersebut sebenarnya berada pada posisi yang
berbeda. Residu yang berikatan dengan ligan kafein yaitu Thr 104
(C), Phe 112 (C), Ser 113 (C), Leu 114 (C), Arg 139 (C), Trp 160
(C), GIn 164 (C), Asn 107 (D), dan Asp 108 (D). Sedangkan untuk
residu yang berikatan dengan ligan aspirin yaitu Asnh 47 (B), Glu 48
(B), Asn 49 (B), Val 210 (B), Glu 214 (B), Val 389 (B), Ser 390 (B),
Pro 85 (D), Ser 94 (D), Ser 95 (D), dan Asp 98 (D).
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Gambar 6. Visualisasi Interaksi reseptor-ligan (A) Interaksi ligan
kafein dengan residu ovalbumin : (B) Interaksi ligan
aspirin dengan residu ovalbumin

Gambar 7 menunjukkan kondisi ligan yang diwarnai ungu berada
di- dalam hydrophobic cave. Kondisi- hydrophobic cave juga telah
diteliti sebelumnya pada residu dari ligan immunophilin, yang
mempunyai fungsi dalam regulasi imun dan folding protein. Contoh
ligan tersebut yaitu FKBP dengan residu Tyr 26, Phe 36, Asp 37,
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Arg 42, Phe 46, Glu 54, Val 55, lle 56, Trp 59, Tyr 82, His 87, lle 91
dan Phe 99, dimana residu-residu ini  membentuk gua hidrofobik
sebagai tempat penambatan FKBP (Huang, 2007).
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Gambar 7. Visualisasi  Interaksi reseptor-ligan menggunakan
Discovery Studio 2016 Client

Jenis ikatan dari interaksi ligan kafein dengan residu tersebut
dianalisis menggunakan program LigPlus dan didapatkan hasil residu
Thr 104 (C), Phe 112 (C), Ser 113 (C), Leu 114 (C), Arg 139 (C),
Trp 160 (C), Asn 107 (D), dan Asp 108 (D) mempunyai gaya Van
Der Waal dimana gaya ini menyusun kontak hidrofobik. Residu Gin
164 (C) mempunyai ikatan hidrogen. Ikatan hidrogen dari residu Gin
164 (C) mempunyai jarak 2,58 A. Sedangkan interaksi ligan aspirin
dengan residu ovalbumin yaitu didapatkan hasil residu Asn 47 (B),
Glu 48 (B), Asn 49 (B), Val 210 (B), Glu 214 (B), Val 389 (B), Pro
85 (D), Ser 94 (D), Ser 95 (D), dan Asp 98 (D) mempunyai gaya Van
Der Waal dimana gaya ini menyusun kontak hidrofobik. Residu Ser
390 (B) mempunyai ikatan hidrogen. Ikatan hidrogen dari residu Ser
390 (B) mempunyai jarak 2,56 A.
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Kontak hidrofobik terjadi jika terjadi asosiasi dari molekul-
molekul - non-polar. - Kontak  hidrofobik (Tabel 5) tidak disebut
sebagai kontak ‘dan bukan sebagai ikatan dikarenakan hidrofobik
tidak disebabkan oleh ketertarikan antar molekul hidrofobik,
melainkan kelompok hidrofobik mampu membentuk ikatan yang
lemah didasarkan pada elektrostatis. Kondisi ini menyebabkan atom
berbagi elektron ‘dengan atom lainnya, akan tetapi terdapatnya
distribusi asimetris pada pembagian elektron menyebabkan dipol.
Molekul dengan dipol sementara akan membentuk ikatan lemah yang
disebut sebagai gaya Van Der Waals. Pada residu Gln 164 (C) dan
Ser 390 (B) terdapat ikatan hidrogen yang merupakan ikatan yang
terjadi diantara molekul dengan tingkat polaritas yang tinggi (Karp,
2009).
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Tabel 5. Residu dan jenis ikatan antara aspirin dan kafein dengan
residu Ovalbumin

No Ligan Residu Jenis lkatan

1 Kafein Thr 104 (C) Ikatan VVan Der Waal ( Kontak Hidrofobik )

2 Phe 112 (C) Ikatan VVan Der Waal ( Kontak Hidrofobik )
3 Ser 113 (C) Ikatan Van Der Waal ( Kontak Hidrofobik)
4 Leu 114 (C) Ikatan Van Der Waal ( Kontak Hidrofobik )
5 Arg 139 (C) Ikatan VVan Der Waal ( Kontak Hidrofobik )
6 Trp 160 (C) Ikatan VVan Der Waal ( Kontak Hidrofobik )
7 GIn 164 (C) Ikatan Hidrogen
8 Asn 107 (D) Ikatan VVan Der Waal ( Kontak Hidrofobik )
9 Asp 108 (D) Ikatan Van Der Waal ( Kontak Hidrofobik )
) % 10 Aspirin.. Asn 47 (B) Ikatan Van Der Waal ( Kontak Hidrofobik )
:§ 11 Glu 48 (B) Ikatan Van Der Waal (- Kontak Hidrofobik )
éé 12 Asn 49 (B) Ikatan Van Der Waal ( Kontak Hidrofobik)
S=al
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e
- g 13 Val 210 (B) Ikatan Van Der Waal ( Kontak Hidrofobik )
_i 14 Glu 214 (B) Ikatan Van Der Waal ( Kontak Hidrofobik )
§ 15 Val 389 (B) Ikatan Van Der Waal ( Kontak Hidrofobik )
§_ 16 Ser 390 (B) Ikatan Hidrogen
= 17 Pro 85 (D) Ikatan Van Der Waal (‘Kontak Hidrofobik )
18 Ser 94 (D) Ikatan Van Der Waal ( Kontak Hidrofobik )
19 Ser 95 (D) Ikatan VVan Der Waal ( Kontak Hidrofobik )
20 Asp 98 (D) Ikatan Van Der Waal ( Kontak Hidrofobik )

Sifat dari residu asam amino yang berikatan dengan ligan dapat
dibagi berdasarkan muatan, kepolaran dan sifat hidrofobik maupun
hidrofilik. Tabel menunjukkan sifat dari residu-residu asam amino
10VA yang berikatan dengan aspirin dan kafein (Tabel 6).

Residu threonine (Thr) dan serine (Ser) banyak terdapat dalam
pusat fungsional protein, dengan sifat yang cukup reaktif dan mampu
membentuk ikatan hidrogen dengan berbagai substrat yang bersifat
polar. Residu phenylalanine (Phe) dan tryptophan (Trp) mempunyai
rantai sisi yang kurang reaktif dan tidak langsung terlibat dalam
fungsi. protein, akan tetapi dapat berfungsi sebagai “pengenalan
substrat. Residu aromatik phenylalanine dan tryptophan dapat
terlibat dalam interaksi dengan ligan non-protein (Betts & Russell,
2003).

Tabel 6. Sifat residu-residu asam amino Ovalbumin yang berikatan
dengan aspirin dan kafein

No Ligan Residu Muatan Polaritas ;_mgc;];c;ﬁ:t
1 Kafein Thr 104 (C) Netral Non polar Hidrofilik
< 2 Phe 112 (C) Netral Non polar Hidrofobik
; 3 Ser 113 (C) Netral Polar Hidrofilik

# BRAWIJAYA
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e
- g 4 Leu 114 (C) Netral Non polar Hidrofobik
_?5 5 Arg 139 (C) Positif Polar Hidrofilik
=
g 6 Trp 160 (C) Netral Non polar Hidrofobik
§_ 7 GlIn 164 (C) Netral Polar Hidrofilik
= 8 Asn 107 (D) Netral Polar Hidrofilik
9 Asp 108 (D) Negatif Polar Hidrofilik
10 Aspirin  'Asn 47 (B) Netral Polar Hidrofilik
11 Glu 48 (B) Negatif Polar Hidrofilik
12 Asn 49 (B) Netral Polar Hidrofilik
13 Val 210 (B) Netral Non polar Hidrofobik
14 Glu 214 (B) Negatif Polar Hidrofilik
15 Val 389 (B) Netral Non polar Hidrofobik
16 Ser 390 (B) Netral Polar Hidrofilik
17 Pro 85 (D) Netral Non polar Hidrofobik
18 Ser 94 (D) Netral Polar Hidrofilik
19 Ser 95 (D) Netral Polar Hidrofilik
20 Asp 98 (D) Negatif Polar -~  Hidrofilik

Residu leucine (Leu) dan valine (\Val) mempunyai rantai sisi yang
sangat tidak reaktif dan jarang terlibat dalam fungsi protein seperti
katalisis, akan tetapi dapat berfungsi sebagai pengenalan substrat.
Asam amino hidrofobik secara khusus terlibat dalam binding
terhadap ligan. Residu aspartate (Asp) serta glutamate (Glu)
mempunyai muatan negatif dan bersifat polar dimana lebih banyak
berada pada lingkungan air ‘dan kedua residu ini terdapat di salt-
bridge (Betts & Russell, 2003).
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Residu asparagine (Asn) dan glutamine (GIn) yang bersifat polar
biasanya terdapat pada permukaan protein. Asparagine sering terlibat
dalam situs binding dan rantai sisi polar dari residu ini bagus untuk
interaksi dengan atom yang bermuatan maupun yang bersifat polar.
Residu arginine (Arg) mempunyai muatan positif yang bersifat polar
dimana mempunyai fungsi pada situs pelekatan, pada umumnya Arg
berada pada permukaan - protein (Betts & ' Russell, 2003).

Proline (Pro) merupakan residu protein yang rantai sampingnya
berikatan dengan backbone protein sebanyak dua kali, dimana
struktur khusus ini yang menyebabkan Pro sering terdapat di turn
pada struktur protein dan proline juga sering terdapat di permukaan
protein dengan fungsi pada situs pengikatan ligan (Betts & Russell,
2003).

4.2 Analisis Simulasi Dinamika Molekuler
4.2.1 Analisis energi potensial kompleks AOC dan ligand binding
energy

Simulasi dinamika molekuler menggunakan aplikasi YASARA
dengan beberapa parameter seperti pH yang disesuaikan dengan
kondisi-pH lambung manusia yang berkisar antara 1-2,5 dan dibuat
interval 0,5 dalam setiap perlakuan sehingga didapatkan empat
variasi pH yaitu 1, 1,5, 2, dan 2,5. Kang dkk., (2014) menyatakan
bahwa keadaan ovalbumin pada pH 2 tidak mengalami banyak
perubahan dan bersifat stabil. Sehingga kontrol pH dari simulasi
dinamika molekuler terhadap kompleks AOC yang berdasarkan
variasi pH ini adalah pH 2. Parameter lainnya seperti konsentrasi ion
dalam simulasi dinamika molekuler menggunakan 0,9% NaCl yang
merupakan - kondisi fisiologis, sedangkan suhu yang digunakan
merupakan suhu tubuh sebesar 310K. Durasi simulasi yaitu 4000
pikodetik dengan forcefield yaitu AMBERO3 dan penyimpanan
snapshot setiap 25 pikodetik. Analisis energi potensial kompleks
AOC didapatkan setelah menjalankan macro md._analyze.

Gambar 8 merupakan grafik yang menunjukkan energi potensial
kompleks AOC secara keseluruhan pada beberapa variasi pH. Energi
potensial kompleks AOC pada semua pH mengalami kenaikan pada
0 ps yang berarti terjadi proses inisiasi -energi untuk mencapai
kestabilan energi, akan tetapi terdapat fluktuasi penurunan pada pH 1
di 2125 ps. Setiajid (2012) menyatakan bahwa fluktuasi penurunan
berarti terjadinya relaksasi pada ikatan molekul.
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Fluktuasi  kompleks AOC di pH 1 pada waktu 2125 ps
menandakan terjadinya perubahan konformasi ikatan protein dan
kemudian ‘mengalami kestabilan ‘'sementara ' hingga 3025 ps,
selanjutnya terdapat peningkatan energi potensial di 3075 ps hingga
akhirnya mencapai titik kestabilan energi seperti kompleks AOC
pada pH 1,5, 2 dan 2,5.
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Gambar 8. Energi potensial kompleks AOC

Grafik energi ikat ligan didapatkan dengan analisis menggunakan
macro md_analyzebindenergy menggunakan YASARA. Gambar 9
merupakan grafik Ligand binding energy pada reseptor ovalbumin.
Terdapat kesamaan antara grafik energi potensial kompleks AOC
yang ditunjukkan oleh Gambar 7 dengan grafik ikatan ligan yaitu
pada fluktuasi pH 1. Motif fluktuasi energi ikat ligan pada pH 1 tidak
jauh berbeda dengan fluktuasi pada energi potensial kompleks AOC.

Perbedaannya terdapat pada waktu terjadinya fluktuasi dimana
pada energi ikatan ligan pada pH 1 terjadi penurunan energi pada
2125 ps dan mencapai kestabilan sementara hingga 2950 ps, serta
mengalami . peningkatan energi- pada 3075 ps hingga akhirnya
mencapai tahapan equilibrum seperti energi ikatan ligan pada pH
lainnya. Energi ikat ligan pada pH lain relatif sama akan tetapi
kondisi energi ikat ligan pada pH 1 dapat memberikan informasi
mengenai adanya hubungan antara keberadaan ligan yang
mempengaruhi protein.

Kondisi * fluktuasi yang terjadi pada kompleks AOC ' dapat
disimpulkan bahwa keberadaan ligan aspirin dan kafein dapat
mempengaruhi perubahan konformasi struktur protein AOC, dimana
dapat dilihat bahwa perubahan energi ikatan terjadi bersamaan
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dengan perubahan energi potensial protein akan tetapi terjadi
perbedaan waktu tahap kestabilan sementara pada energi ikat ligan
hingga 2950 ps sedangkan equilibrium sementara setelah fluktuasi
pada energi potensial di 3025 ps, kemudian diikuti fluktuasi energi
ikat ligan maupun energi potensial pada waktu yang sama yaitu 3075
ps.

Ikatan ligan dapat menyebabkan perubahan konformasi pada
struktur protein, yaitu hanya 30%-40% dari situs penambatan ligan
yang telah terbukti tidak ikut mengalami perubahan rotamer rantai
samping. Kinase merupakan salah satu contoh dari perubahan
konformasi struktur yang sangat fleksibel terhadap docking ligan
(Mobley & Dill, 2010).
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Gambar 9. Energi ikatan protein-ligan kompleks AOC

4.2.2 Analisis RMSD kompleks AOC dan RMSD residu ligan
RMSD  (Root Mean Square Deviation) dapat memberikan
informasi terjadinya perubahan konformasi-kompleks protein yang
telah  didocking dengan ligan tertentu. Analisis RMSD kompleks
AOC (Gambar 10) didapatkan dengan macro md_analyze pada
YASARA. ' Kondisi kontrol yaitu pH 2 menunjukkan kestabilan
RMSD dari waktu awal tahap inisiasi hingga mencapai tahap
equilibrum di akhir simulasi. Kestabilan memiliki arti bahawa tidak
terjadi - perubahan  signifikan pada konformasi : struktur  protein.
RMSD >3 'nm merupakan tanda bahwa terjadi perubahan struktur
dibandingkan dengan kondisi native. RMSD yang mendekati motif
grafik kontrol yaitu pH 1, akan tetapi menjelang akhir simulasi pada
3000 ps hingga 4000 ps terjadi fluktuasi meningkat, sehingga dapat
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disimpulkan bahwa terjadi unfolding (Setiajid, 2012) pada kompleks
AOC di pH 1. Kondisi yang sama terjadi pada kompleks AOC pada
pH 1,5 dan 2,5 yaitu pada waktu 1100 ps sudah melebihi 3 nm, dan
pada waktu selanjutnya tidak mencapai titik equilibrum. Kompleks
AOC pada pH 1,5 dan 2,5 juga mengalami proses unfolding.
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Gambar 10. RMSD kompleks AOC pada beberapa variasi pH

Residu reseptor yang berikatan dengan ligan aspirin dan kafein
dapat dianalisis RMSD (Gambar 11) dengan menggunakan fasilitas
macro md_analyzeres pada YASARA. Residu lle 103 (C) dengan
RMSD sebesar 3,138 nm pada pH 2,5 melebihi 3 nm begitupula
dengan residu Phe 112 (C) pH 1,5 sebesar 3,067 dan pada pH 2,5
sebesar 3,152 nm. Residu Ser 111 (C) mempunyai RMSD di atas 3
nm baik pada pH 1,5 dan 2,5, yang menandakan bahwa terjadi
perbedaan kondisi residu pada tahap native dengan tahap akhir
simulasi. Pada residu Lys 105 (C), Thr 104 (C), Ser 113 (C), Asn
166 (C), Ser 113 (D), Ser 111 (D), Phe 112 (D), dan Asn 166 (D)
tidak memiliki nilai RMSD > 3 nm sehingga masih berikatan dengan
ligan hingga akhir simulasi dinamika molekular.
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4.2.3 Analisis RMSF residu dan hasil visualisasi movie

RMSF (Root Mean Square Fluctuation) dapat diperoleh dengan
menjalankan macro md_analyzeres pada YASARA. Analisis ini
bertujuan “untuk melihat fluktuasi yang terjadi di daerah residu

reseptor yang berikatan dengan ligan.

Gambar 11. RMSD residu reseptor pada beberapa variasi pH
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Gambar 12. RMSF residu reseptor pada beberapa variasi pH
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Residu  Lys 105 (C) mempunyai RMSF (Gambar 12) paling
tinggi, akan tetapi tidak mencapai = 3 nm yang berarti terjadi
perenggangan ikatan Van Der Waals residu protein ovalbumin
dengan ligan kafein dan aspirin. Menurut Rizzo (2013) perubahan
dari 1 hingga 3 nm dapat terima, khususnya untuk protein globular,
dimana perubahan struktur lebih dari 3 nm menandakan adanya
pelepasan pada ikatan selama simulasi. Kondisi residu Lys 105 (C)
tidak menyebabkan lepasnya ligan dari docking terhadap ovalbumin
tersebut, ikatan Van Der Waals pada residu tersebut mengalami
proses repulsive. Residu Thr 104 (C), Phe 112 (C), Ser 113 (C), Ser
111 (C), Ser 113 (D), Ser 111 (D), dan Phe 112 (D) pada semua pH
tidak mengalami perenggangan ikatan Van Der Waals yang berarti
mempunyai ikatan attractive.

Perenggangan ikatan residu reseptor pada ligan juga terjadi pada
residu Asn 166 (C) dengan RMSF tertinggi di pH 1,5 yaitu 2,014
nm, kemudian residu Asn 166 (D) dengan RMSF juga di pH 1,5
yaitu 1,929 nm, selanjutnya adalah residu Ser 111 (D) dengan RMSF
tertinggi di pH 1,5 yaitu 1,789 nm.

Analisis visualisasi movie dilakukan dengan menjalankan macro
md_play pada program YASARA. Hasil akan berupa rewind dari
simulasi yang telah dijalankan dari 0 ps hingga 4000 ps. Air dan
ikatan hydrogen harus dihilangkan agar dapat dilihat secara jelas
kondisi kompleks AOC pada simulasi yang telah selesai dijalankan.

Pemilihan warna sesuai dengan rantai sisi protein mempermudah
untuk menganalisa kondisi protein sesungguhnya. Pewarnaan ligan
juga dilakukan agar mengetahui kondisi ligan dalam simulasi. Rantai
sisi A diwarnai dengan merah, sisi B diwarnai dengan warna jingga,
rantai sisi C diwarnai dengan hijau, dan rantai sisi D-berwarna cyan.
Ligand diwarnai dengan ungu. Gambar 13 A menunjukkan kondisi
kompleks AOC pH 1 pada tahapan awal simulasi, sedangkan
Gambar 13 B merupakan kondisi pada 4000 ps. Perubahan
konformasi protein terlihat pada letak rantai sisi A dan konformasi f3
sheet di rantai sisi tersebut. Perubahan konformasi a helix pada rantai
sisi B, C, dan D. Perubahan konformasi secara 3D ini baik protein
maupun ligan sesuai dengan hasil RMSD kompleks protein AOC dan
ligan.
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Perubahan kondisi protein pada rantai sisi A pada akhir simulasi
4000 ps membuktikan data pada grafik RMSD yang mengalami
fluktuasi meningkat kompleks protein AOC di kondisi pH 1.
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Gambar 13. Visualisasi movie kompleks AOC pH 1 pada (A) 0 ps
(B) 4000 ps

Kompleks AOC pH 1,5 pada tahapan awal simulasi ditunjukkan
oleh gambar 14 A, sedangkan Gambar 14 B merupakan kondisi pada
4000 ps. Perubahan konformasi protein terlihat pada letak rantai sisi
A dan B dan konformasi a helix dan f sheet di rantai sisi tersebut.
Perubahan konformasi a helix yang terlihat sangat jelas terdapat di
rantai sisi D. Perubahan konformasi secara 3D ini baik protein
maupun ligan sesuai dengan hasil RMSD kompleks protein AOC dan
ligan. Perubahan kondisi protein pada rantai sisi A pada akhir
simulasi. 4000 ps membuktikan data pada grafik RMSD yang
mengalami fluktuasi meningkat kompleks protein AOC di kondisi
pH 1,5. : .
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Eé Gambar 14. Visualisasi movie kompleks AOC pH 1,5 pada (A) 0 ps
Zen (B) 4000 ps
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Gambar 15 A menunjukkan kondisi kompleks AOC pH 2 pada
tahapan awal simulasi, sedangkan Gambar 15 B merupakan kondisi
pada 4000 ps. Perubahan konformasi protein terlihat pada letak rantai
sisi D, dengan perubahan konformasi [ sheet di rantai sisi tersebut.
Perubahan konformasi o helix pada rantai sisi. B, C, dan D.
Kompleks: AOC pada pH 2 tidak terlalu ‘mengalami perubahan
konformasi yang signifikan, kondisi ini sesuai dengan hasil RMSD
maupun energi potensial serta energi ikat ligan yang menunjukkan
motif kestabilan kompleks ligan-protein. Terdapat beberapa kondisi
unfolding pada akhir simulasi, akan tetapi tidak berubah jauh dari
kondisi inisiasi awal.
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Gambar 15. Visualisasi movie kompleks AOC pH 2 pada (A) 0 ps
(B) 4000 ps

Analisis kondisi kompleks. AOC pH 2,5 pada tahapan awal
simulasi-ditunjukkan pada gambar 16 A, sedangkan Gambar 16 B
merupakan kondisi pada 4000 ps. Perubahan konformasi protein
terlihat pada letak rantai sisi A saat mencapai-4000 ps, dengan
perubahan konformasi [ sheet serta o helix di rantai sisi tersebut.
Perubahan konformasi § sheet juga terjadi pada rantai sisi B, C, dan
D. Kompleks AOC pada pH 2,5 mengalami perubahan konformasi
struktur protein yang signifikan, kondisi ini sesuai dengan hasil
RMSD maupun  energi potensial - serta. energi . ikat ligan yang
menunjukkan motif fluktuasi meningkat pada kompleks protein.
Terdapat beberapa kondisi unfolding pada akhir simulasi pada semua
rantai sisi protein dan berbeda dari saat inisiasi awal.
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Gambar 16. Visualisasi movie kompleks AOC pH 2,5 pada (A) 0 ps
(B) 4000 ps
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Simulasi dinamika molekuler = dilakukan untuk = mengetahui
kestabilan- kompleks AOC (aspirin, ovalbumin, caffeine) dalam
kondisi fisiologis lambung dengan beberapa variasi pH yaitu 1, 1,5,
2, dan 2,5. Hasil keseluruhan dari semua analisis menunjukkan
kondisi kestabilan pada kompleks AOC di pH 2, yaitu tidak
terdapatnya perubahan struktur konformasi protein secara signifikan
dan ligan masih terikat pada reseptor. Setelah dilakukan analisis
secara keseluruhan didapatkan kesimpulan bahwa kompleks AOC
pada pH 2 lebih stabil dibandingkan dengan variasi pH lainnya.
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5.2 Saran

Penambahan waktu simulasi di atas 4000 ps perlu dilakukan agar
mendapatkan hasil yang lebih lengkap. Penelitian lanjutan in vitro
maupun in vivo sebaiknya dilakukan agar mendapatkan data secara
keseluruhan.
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LAMPIRAN

.ub

Lampiran 1. Macro md_analyze

#YASARA MACRO

HTOPIC: 3. Molecular Dynamics

HTITLE:  Anzlyzing3 molecular dynamics trajectary
#REQUIRES:  Dynamics

#AUTHOR:  Elmar Kriagar

H#LICENSE:  GPL

# DESCRIPTION: This macro analyzes 3 simulation and createsa tablewith energiasand RM3Ds from the starting structure, as well as theminimum energy structureand the time average structurewith B
fartars calculated from tha root maan square fluctuations. If you want to do your own custom analysis, search for Example:!

repository

# The structura to analyze must be presentwith a sceextension.

#You can either set the targat structure by clicking on Options > Macro Set target,
#or by uncommenting the line below and specifying it directly.

#MacraTarget = 'c\MyPraject\len’

# Forcefield to use (thesa arz all YASARA commands, 0 na &' used)
# Use YASARAZ inYASARA Structure toinclude 3 quality Zscare
FarceFiald AMBEROS, SetPar=Yes

# Number of the main object whose RM3Ds fram the starting confarmation will be calculated
# [ tha pratein is an olizomer, chackthe documentation of the Sup'command at 'analyzing 3 simulation' ta avoid pitfalls.
currabj=1

#The Bfactors calculsted from the root-mean-square fluctuations can be tao large ta fit them
#intothe PDBfile's Bfactar column. Replace e.2. 1.0 with 0.1 to sealethem dawn to 10%
bfactorsealz=10

# Flazto save 3 POB ilz of the solute snapshots for further analysis
pdbzaved=0

#Selection of atoms ta includz for Calpha' RMSD calculation {includes C1* of nucleic acidsto consider DNA/RNA)
casal=CAProtain or C1* NucAcid’

# Selection of atoms for which the dynamic cross<carrelation matrix [DCCM) should be visualized.
#Hera aresoma typical examples:

#deemsel=" - Don't calculate the DCCM, the default

# deemsal="tam CA Protein'-Calculste the DCCM for pratein Calpha atoms

#dcemsal=Res Protein’ - Calculate the DCCM for protein residue centers

deemsel="

# Selection of atoms for which the radial distribution function (RDF} should be visualized
#Here aresoma examplas:

# rdfsel="- Dan't calculste the DCCM, the default

#rdfsel='0 Ras HOH,O Res HOH, Bins=40, BinWidth=0.25'

§  -Calculata the ROF ofwater in 40 bins, each 0.25Awide [thus upto 10 A).

# rdfsel="C3 Res Asp 120, NDY Res His 200, Bins=20, BinWidth=0.5"

#  -Calculatethe ROF between two specific atoms in 20 bins, each 0.25 Awide

#  [thusagainupto 10A). Note that you may have to save mare snapshats than

#  usuallyinmd_run.mcrto avoid problems with sparse data and noisy RDF results.
rdfsel="

# First snapshot to be analyzed, increase number to iznore an equilibration period.
# [By default, md_run.mcrsaves snapshots every 25ps, choosing 40 thus startsthe analysks after 1 nanosecand)

firstsnapshat=0

#Al shats will be an this referenca snapshot to cale A0 ete.
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# The starting structure issnapshotd. Having run the macra ance, you can alsa chanze
# refsnapshot=X to refsnapshot="aversge’to superpose an the time averaze structure.
refsnapshot="0"

.ub

# No change required below this point
#

repository

# Do we have a target?
if MacraTarget="
RaiseError "This macro requires a target. Either editthe macro file or click Options = Macro > Set target to choose a target structure”

Clear
Console Off
SurfPar Malecular=Numeric

# Load scene with water ar other salvent
waterscene =FileSize [MacroTarzet)_water.sce
salventscene = FileSize [MacroTarget) salvent.sce
if waterscene
Loadice [MacroTarget)_water
elif salventscene
Loadice [MacroTarget)_solvent
else
RaizeError ‘Could not find initial scene file (MacroTarget)_water.sce. You must run a simulation with the macro md_run first'

calphas = CountAtom [casel)

if calphas=0 and calphas<3
# We cannot superpose 1ar 2 Calpha atoms
casel='Nong'

ShowMessage "Preparinganalysis, please wait.."
Waitl

# See if structure validation checks should be done [require YASARAZ farce field)
checked=0
fof = ForceField
if fof=="YASARAZ'
checked=1

# Backwards compatibility: Starting with YASARA version 12.8.1, XTC trajectaries na longer cantain a number in the filename
old = FileSize [MacroTarzet {00000 xtc
if old
RenameFile [MacroTarzet} 30000 xte, [MacroTarzat) xte
# Determine trajectory format
xtc = FileSize (MacraTarzet).xtc
if xtc
farmat="stc’'
else
farmat='sim’

if refsnapshot=="average'
# We superpose on the time average structure
filename="{MacraTarzet)_averaze.pdb’'
exists = FileSize [filename)
if lexists
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RaiseError "No time-averagestructure hasbeen calculated yet, cannot superpaze onta it. Run the macra once with refsnapshat=0 for anyather number, then run again with refsnapshat="avera;
startabj=LoadPD8 ffilzname)
Sup0bj [startobj),fcurrabj)
else
if refznapshat
#We superpase on 3 certain snapshat
if farmat=='sim’
LoadSim [MacraTarzet){00000+refsnapshot]
else

Load¥TC (MacroTargat) [refsnapshat+l)
# Duplicate the intial object for RMD calculation
startabj=Duplicate0bj [currabj)
Remava0bj [startabj)

.ub

repository

i=00000+irstsnapshat
emin=1293
last=0
while !last
# Load next snapshot from SIM or XTC trajectary
if format=="sim"
sim = FileSize [MacraTarget}|ik.sim
if nat sim
break
LoadSim [MacraTarget}|i}
glse
#Satlast [end of file) to 1 if |lastsnapshot loaded
last =LoadXTC [MacraTarget)xtc,[i+1)
Sim Pause
# Add time in picoseconds ta table
simtime =Time
ShowMessaze 'Analyzing snapshot [} at [0+simtime/1000)) ps'
Wait1
Tabulate (simtime/1000)
# Get energy components, tabulate some and individual companents 1-6 (exlucing packing anergies)
elist()=EnarzyAll All
Tabulate [sum elist}
forj=1ta &
Tabulate elist[j})
# Prepare to save the minimum energy structure [ignaring salvent-solvant interactions)
&= Enerzy0bj [currabj)
§#
# The follawing examples provide 3 few hints far ather things to analyze while
#the simulation is active {i.e. cansiderinz periodic boundaries).
# Just remave the comment %' betore Tabulate' Eachvalue you tabulate becomes
#anewcalumnin the result table, between energies and RM3Ds.
#
# Exampla: Measure the distance betwean the carboxyl group of Glu 123 [Cdalta)
#  andthezuanidinium group of Arg 345 [Czeta):
#Tabulate Distance CD Res Glu 123, CZ Res Arg 345
§#
# Example: Calculate the moleculesurface area of the solute object 'turrobj'
# Tabulate SurfOb [currabj},Molecular
§#
# Bxample: Check if the carboxyl group of Glu 123 and the zuanidinium zroup of Arz
#  345arecurrently hydrogen-bonded 1) or nat (3). The last rowinthe
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#  tablethen contains the average,i.e. the probabilityof bainz H-bonded
¥ hbolist]) = ListHBoAtam Sidechain Res Glu 123, Sidechain Res Arg 345
¥ Tabulate [count hbalist:0)
#
# Example: Count the number of atoms in molecule Athat are hydrogen bonded ta B
# hbolist]) = ListHBoAtam Mol A Mol B
¥ Tabulate [count hbalist)
#
# Example: Calculate the current patentialenzrgy of residue Glu 123:
# Tabulate EnergyRes Glu 123
#
if thecked
# Calculate structurevalidation Z-scores, using the farmula from homology madeling
for type in'dihedrals', packingld' packing3d'
zscarz{type) = CheckObj [currabi ftype)
seare=zscoredinadrals*. 145+ zscarepackingld*0.39Mkescare packing 340,465
if rdfsell="
# Callect data for radial distribution function
Bintistance [rdfszl)
§im Off
#
# The following examples provide 3 few hints for ather things to anzlyze while the
¥ simulation s *not* active (i.e. things that can't be analyza with periodic boundaries)
# Justremava the comment ' befare Tabulate' Eachvalue you tahulate becomes
#anew calumnin the result table, betwaan enargies and RM3Ds.
#
# Example: Calculate the backbona RMSD far residues 1-120:
¥ Tabulate Supétam Backbone Res 1-120 Obj [currabj} Backbone Res 1-120 Obj [startabj)
#
# Example: Measure the radius of gyration of the main abject
# Tabulate RadiusObj [currob]},Centar=Mass Type=Gyration
#
# Example: Measure the distance between two centersof mass, .2 the loop fram
#  residue Ala 205t0Glu 210, and the lizand NAD:
¥ cend) = GraupCentar Res Ala 205- Glu 210, Type=Mass
# canb() = GraupCantar Res NAD, Type=Mass
¥ Tabulate (narm [cand-canB)
#
if e<emin
EMin=e
SaveSea (MacraTarget) anergymin
if pdbsaved
# Save aPDBfile of the solute
SavePDB [currabjl [MacroTarzzt) i
# Add CA, backbone and heavyatom AMSDs totable
Add0bj (startabj)
#Trick: Ifthe solute abject contains neither CA nar backbane atoms,
¥ we simply assignthe SupAtom error coda =0}
carmsd =SupAtom [casel) and Obj [currabj) [casel) and Obj [startab)
bbrmsd = SupAtom Backbane 0bj [currabj), Backbana Obj (startab}
zarmsd =SupAtam Element 'H Obj (currabj}, Elemant 'H Obj [startabj)
#Tabulate RMEDs
Tabulate [carmsd),[bbrmsd), [aarmsd)
if checked
Tabulate [zscare)

38

# Add the current atom pasitions ta internal table to obtain RMSF 2nd average positians
#ddPositam Obj [currabj)
Remavelbj [startob])
# Next snapshot
i=it]

if i=firstsnapshat

RaiseErrar "This macro is maant to analyze a malacular dynamicstrajctary created with md_run, but nane was

found inthisdirectory

# Calculate how many calumns the table has, maybe the user tabulated private analysisdata
vallist{}=Tab Default

columns = countvallistfifirstsnapshot)

# Create 3 new final table with the now knawn number of calumns
MakeTab Final,Dimensions=2 Columns={columns}

# Putthe arigina| table 'Mefault'inta the newona

Tabulate Tab Default

# Laap over the columns [except 1, the time)ta calculate the avaraga valuss
Tahulate varage'

for i=2 to columns

vallist(}=Tab Final, Calumn=[i)

Tabulatz [meanvallist)

#(reate 3table header

headar=__ Time[ps] Energyl|FnerzyUnit]__ Band Angle _ Dihedral _ Planarity_ Coulomb

i
#Yau can 3dd your awn haaders here, 12 charactersand 3 space percolumn
for i=1 to columns-11<hecked
header=haadert Your result’
headar=headers' AMDs[Al:CA _ Backbone _HeavyAtoms'
if checked
header=headart' QualityScore'
SaveTab Final,[MacroTarget)_analysis, Farmat=Taxt,Calumns=[columns}, NumFormat=12. 31 [header)

#Calculate time-average structure and set Bfactars accarding ta RMSF
AverazePasAtom Obj [currobj)
#Tha dummy assignment’'_=' ensures that Bfactors are not printed to the consale
_=RMSFAtom Obj [currobj}Unit=BFactor
if bfactorscalel=1.0
# Scale Bfactors so that they fit into tha POB farmat
first,last=5panitom Obj [curroj)
for ifirstto last
bf = BFactortom [i)
BFactortom (i} (bf*bfactarseals)
if refanapshot!="avarage'
# The time average structure hasincorrect cavalent zeametry and should be enargy minimized
SavePDB {currabj) [MacroTarzet) averaz

o

# Example: Create 3n additional RM3Ffile, in case B-factors are tao |arze for the POBformat
DelTab default
first,last=SpanAtom Obj [currabj)
rmsflist]}= AMSFAtom Ob] [currabj)
for i=first to [ast
res = ListAtom (i) Format=RESNAME, RESHUM'
Tabulate (i res} rmsflist{iirst1])
SaveTabdefault, MacroTarget) rmsf Format=Text, Columns=4 NumFormat=3.2f,"RMSF Table"



o #Visualizz the zero level with 2 flat DOCM wireframe
('q decmabi2 = ShowTab DECM, Width={paintwidth), Ranze=0, Min=1,Max=1.0
- if rdfzal!=" deemah3 = ShowWireObj [decmah;2) Static, Mesh=Salid
=_ § Additionally calculateand show the radial distribution function (RDF). [telObj [dccmabj2)
z\ MakeTab RDF, Dimansions=1 PointPar Radius=0.5, Plastic=No
= Tabulate RDF Name0hj (dccmabj3)ZeroLeval
o=t SaveTab RDF,[MacroTarget)_rdf,Farmat=Text, Calumnz=1,NumFarmat=5.3f, Rotatz0bj (deemabjl) [deemabia) ¥=180
g 'Radial distribution function with parametrs [rdfsel # Create atext object with the residue namesand the table header
o obj=ShowTab RDF,Width=1.0,Range=10, MinCal=Blue MaxCal=Yel low textwidth=paintwidth*units*2
2 Pos0bj [obj) ¥=0,¥=-12 231 textohj1=MakeText0bj Units Width={rextwidth), Height=[textwidth)
Rotatz0bj [obj},¥=-90 Fant Arial,Height={paintwidth*0.6}, Calar=Vellow,Depth=0.5, DepthCal=Red
Savedca [MacroTarget)_rdf idlist{}=List{dccmsel) Obj [currab), Format="MOLNAME RESName RESNUM'
Dl0bj obj) for i=1to units
PosTaxt X=[taxtwidth*0, S+pointwidth*0.5*(units+a]},
if deemsel!=" Y={textwidth*0. S+paintwidth *[0.5 *units-if} justify=left
¥ Additionally calculateand show the dynamic cross-carrelation matrix [DCCM). Print [idlist[i}}
#This matrix correlates the displacements from the time average structure, # Duplicate the abelsat the battom
# sz the documentation ofthe 'DCCM' command for details. textohj2 = Duplicate0bj [textabj1)
§ Firstzet the number of szlacted units, .2, the raws/columns in the matrix Rotate0bj [textobj2},2-30
units = Count|dcemsel ) Drel0hj not (deemab) 1) [dcemabi3) fjoin testab)
if units Renumberdbjall
RaisaError The DCCM selection [deemsel)did not match any atoms' # 3ave the matrix
#Take tha time avarage structure asthe startobjectto superpase onta SaveTab DOCM,(MacroTarget)_deem, Format=Text, Calumns=[units} NumFarmat=5.3f,
[telObj [startabj) "Dynamic Crass-Corralation Matrix far (units) salected units'
startoh] = Duplicate0bj [currabj) # Save the visualized matrix
Remaova0hj (startobj} SaveSca [MacraTarget)_deem
# Loop over the snapshots 2 second time to caloulate the displacementsfrom the time averagze | HideMessage
i=00000irstsnapshot
while 1 # Exit YASARA if this macro was provided 3s command line argumentin console mode
# 5ee if next snapshat is present if runWithMacro and CanzaleMade
sim = FileSize [MacroTargetfi).sim Exit
if not sim
break
#Yes, load it
LoadSim [MacroTarget]fi)
Sim Pause
ShowMassage ‘Calculating dynamic cross-correlation matrix, analyzingsnapshat {3+)...
Wait1
SimOff

# Superpose snzpshoton the time average structure
Add0bj (startabj)
SupAtam [casel}and Obj [currobj}(casel)and Obj [startabj)
# Add the current displacementsta an internal table to obtain the DCCM
AddDisp(dcemsal) Ob (currabj), (decmsal) Obj [startobj)
Removalbj [startalj)
# Next snapshat
=it
#5tore the DCCM inatable
MakeTab DOCM, Dimensions=2,Columns={units)
Tabulate DCCM
#Visualize tha DCCM
paintwidth=1.
height=5.
deemah = ShowTab DCCM, Width={pointwidth],Ranze=[heizht)Min=-1,Max=1.0
# By default, ShowTab shows the minimum atZ=0, mave so that correlation 0 is 2t Z<0
Mave0b; [decmobjl},Z<height*0.5)

<
=

=
=

=a)

s
11

39




4Gl

Lampiran 2. Macro md_analyzebindenergy

.ub

# YASARA MACRO

#TOPIC: 3. Malecular Dynamics

#TITLE:  Analyzingtha lizand binding energy during 2 malecular dynamics simulztion
#REQUIRES:  Dynamics

#AUTHOR:  Elmar Krieger

#LICENSE:  GPL

# DESCRIPTION: This macra czlculztes the binding energy of a ligand during a molecular dynamics simulation, including the time average. By default, the receptor must be object 1, the ligand mustbe abject 2
[ar changz the settings). More pasitive enerziesindicata better hinding, nezative energies DO NOT indicate na binding, see the 'BindEnarzy' cammand in the user manual far details, alse for words ef cautian, 2
muchmora sophisticated and r fisin i

repository

# The structure ta analyze must be presentwith 3 sceextension.

# Yau can either set the target structure by clicking an Options » Macro » Set target,

# by providing it as command line argument (sae docs at Essantials > The command line},
# or byuncammenting the line below and spacifying it diractly.

# MacraTarzet='fhame/myprojects/1h3a/1hga'

# Farcefield to use (these are all YASARA commands, sona = used)
# Use YASARAZ inYASARA Structure toinclude 2 quality Z-score
FarceFigld AMBERO3 SetPar-Yes

# Set the object numbers of receptor and ligand for binding enargy calculation
# All ather objects [water etc.) will be ignared. [fthe ligand is nat in a separate
# object, set lizobj also to 1 and spacify the lizand residuawith lizres' below:

recobj=1

lizabj=1

#1f the ligand is part of the receptor object, specify its residue D, e.g, ligres="TP 301"
ligres="

# First snapshatto be analyzed, inc ta iznore an equilibration pariod

b

# By default, md_run.mer < every 25z, choasing 40 thus startsthe analysis after 1 nanosecond)

firstsnapshat=)

# Chaose method, either baundary elements | BoundaryFast') or Poisson-Boltzmann  P8S).

#Inthe latter case you get almast MM/PB3A!, just withut the entrapy tarm from normal mode analysis.
#Whan comparing with ather MMJPBSA calculations, makesura to usa the same ‘surfcost' below.
method=BoundaryFast'

# This is 2 guesstimate of the entrapic cost of exposing one A2 to the solvent in kl/mol
#[The water malecules inthe first salventshell have to rearganize and lose

# conformational freadam, which decreases their entropy and thus costs energy.

# Thevalue below does not includa VAW interaction energiesand is thus larger

# than ez, the .03 kJ/|mal*A*Z) sometimes mentianad in texthaoks).

# Wadivide by 6.0221419%20to obtain ) and multiplywith JToUnit

#toget the currently selected energy unit

surfeost=[0.6520/5.0221419% 20" ToUnit

# No change required below thiz point

# Do we have atargat?
if MacroTargat="
RaiseError "This macra requires 3 target. Either editthe macrofile or click Options = Macra = Set target to choose 3 target structure”

Clear
Consola Off
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# Ensure that the surface resolution ishigh enough for salvation calculations
SurfPar Resolution=3,Malecular=Numeric

# Load scene with water or other solvent
waterscene =FileSize [MacroTarget)_water.sce
solventscene = FileSize [MacroTarget)_solvent.sce
if waterscene
LaadSce [MacraTarzet)_water
aelif solventscene
Load5ce (MacraTarget)_solvent
else
RaiseError ‘Could not find initial scene file [MacroTarzet)_water.sce. You must run a simulation with the macre md_run first'

.ub

repository

if ligres!="
# Lizand is part of receptor object, perform cansistency checks
residues=CountRes (ligres)
if residues==0
RaiseError The lizand residue [ligras)was not found’
if residues=1
RaizeError 'More than ane lizand residue [ligres)was found'
if lizobj!'=recabj ar recabj!=1
RaiseError 'If a ligand residue is selected, ligand and receptor mustbath be in object 1"
if Ohjects!=3
RaiseError The scene must contain three objects: Receptor/Lizand, SimCell and Water
# Extract ligand residue
SplitRes (ligres)
SplitObj [recobj),Center=Yes,Res (ligres)
lizobj=3
# Are atoms following the ligand?
first,last=SpanAtom Res (ligres)
if last!=Atoms
#Yes, also splitthose off
SplitAtom [last+1)
SplitObj 4,Canter=Yes, Atom (last+1}
recabj="1 4"
# Put the water |ast so that ariginalatom arder is preserved and simulstion snapshots match
RenumberlhjWater, [Objects+1)
Renumberlbjall,1

ShowMessage "Preparing analysis, please wait..”
Waitl

# Create a table with 2 columns
MakeTab Final,imensions=2, Columns=2

# Determine trajectory format
for farmat in “tc’,'mderd’,'sim’
found = FilaSize [MacroTarget).[farmat)
if found
break

i=00000+irstsnapshot
emin=1e393
last=0
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while Hast
# Load next snapshat from SIM, XTC or MDCRD trajectory
if format="sim’

4Gl

sim = FileSize [MacraTarget)[i).sim
if not sim
break
LoadSim [MacroTarzet)[i)
else
#3Setlast [end offile) to 1if last snapshot loaded
|ast = Load(farmat) [MacroTarzet), [i+1}
Sim Pause
# Add time in picoseconds to table
simtime =Time
ShowMessaga ‘Analyzing snapshot [0+ at [I+[simtime,/1000}) ps'
Wait1
Tabulate (simtime/1000)
for type in ‘cmp’'rec’,lig'
# Keep only the relevant objects
if type=="tmp’
Remavedbj not [recabj) (lizobj)
else
Remavedbj not ([typelobj)
# Energies are calculated with net<harge 0 to avoid overestimation of netcharge
# effects when comparing binding energies of malecules with different charges.
ChargeChj all 0
# 5tart a simulation so that receptor and ligand are transferred into the coordinate

.ub

repository

# system of the simulation cell and the surface areais not simply the sum of bath.
Simaon
epottype) = Enerzy
esalcoulomb,esalvdw =SolvEnergy [method)
malsurf= Surf malecular
esal(typej=esolcoulombtesolvdwtmalsurf*surfost
print 'epot(typel=(epot(type)), (esolcoulomb),(esolvdw),surfcost=[malsurf*surfcost), esol(type)=(esol(type]), total=(epot{typelasolltype )}’
AddOhj all
# Calculate result enerzy of separated compaounds- energy of complex
Tabulate [epotrec+esolrectepotliztesol liz-epotcmp-asalemp)
# Nextsnapshot
i=itl

if i=firstsnapshat
RaiseError "This macro is meant to analyze 8 molecular dynamicstrajectory created with md_run, but none was found in this directory”

# Tabulate average binding enargy

Tabulate ‘Averagze’

vallist[}=Tah Final Column=2

Tabulate [meanvallist}

# Create a table header

header='___ Time[ps] Enerzy[[EnergyUnit)]’

SaveTab Final,[MacroTarget)_bindenergy,Format=Text,Columns=2, NumFormat=12.3f,[header}

HideMessage
# Exit YASARA if this macrowas provided as command line argumentin console mode

if runWithMacro and ConsaleMaode
Exit
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Lampiran 3. Macro md_run
L
#YASARA MACRO
#TOPIC: 3 Molecular Dynamics
#TITLE:  Runningan accurate moleculardynamicssimulation inwater
# REQUIRES: Dynamics
# AUTHOR:  Elmar Krieger
#LICENSE: GPL
# DESCRIPTION: This macro sets up and runs a simulation. Itcan also continue a simulation that got interrupted.

.ub

repository

# Parameter section - adjust as needed, but NOTE that some changes only take
# effect if you start an entirely new simulation, not if you continue an existing one.
#

# The structure to simulate must be presentwith a .pdb or sceextension.

# If @ sce (=YASARA scene) file is present, the cell must have been added.

#You can either setthe target structure by clicking on Options > Macro =5Set target,
# or by uncommenting the line below and specifying it directly.

#ihacroTarget ="c\MyProject\lcm’

# pH atwhich the simulationshould be run, by default physiological pH
ph=1

# The ion concentrationas a massfraction, here we use 0.9% NaCl (physiological solution)
ions='Na,Cl,0g9'

# Simulation temperature
# Ifyou run at a temperature that differs from 298k, you also need
# to adapt the pressure control below, look inthe PressureCtrl documentation.

temperature='310K'

# Pressure control mode

# Default: Rescale the cell such that residues named HOH reach a density of 0.997 g/l.
# For solvents other than water, you have to create your own solvent box

# as described inthe FillCellObj documentation and save itas.._solvent.sce.
density=0997

pressurectri='SohventProbe, Name=HOH, Density={density)'

# Alternative: Uncomment belowto calculate the pressure from the virial and
# rescale the cell to reach a pressure of 1 bar. Use this method if you do not

# know the correctdensity.

#pressurectrl="Manometer,Pressure=1'
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.ub

repository
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# Alternative: Do not control pressure
Fpressurectrl="0Ff"

# Constrain bond lengths to hydrogens and water bond angles to allow a larger timestep
# If set to ywes', the MD will run faster, butwill be 2 bit less accurate
coanstrain="no"

# The format used to save the trajectories: 'sim"or xtc'. If you choose the latter, a single
# * sim restart file will be saved too, since XTC does not contain velocities, only positions
format="sim’

# Duration ofthe simulation, alternatively use e.g. duration=5000 to simulate for 5000 picoseconds
duration="forever'

# BExtension of the cell on each side of the protein

#"10" means that the cell will be 20 A larger than the protein.

# Cell settings only apply if you do not provide your own cell ina *.sce file.
extension=10

# Flagto use a cubic simulation cell. This makes surethat also elongated
# molecules can rotate freely during very long simulations. Ifonly a shart
# simulation is planned, itcan be speeded up by settingthe flagta 0,

# creating a rectansgular cellthat fits the solute maore tightly.

cubic=1

# Forcefield to use [these are all YASARA commands, sona ="' used)
ForceField AMBERO2

# Cutoff
Cutoff 726

# Cell baundary
Boundary periodic

# Use longranze coulomb forces [particle-mesh Ewald}
Langrange Coulomb

# Number of simulation steps per screen update/text statusoutput
Sim5teps 1

# MNoarmally no change required below this point
#

RequireVersion9.9.25

# Keep the solute from diffusing around and crossing periodic boundaries
CorrectDrifc On

# Treatall simulation warningsas errorsthatstap the macro
WarnlsErrar On

# Do we have a target?
if MacroTarget="
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RaiseError "This macra requires 3 target. Either editthe macra file arclick Options = Macro > Set target to choose a target structure”

.ub

Clear
# Do we already have a scena with wateraor ather solvent?
waterscene = FileSize [MacroTarget|_water.sce
solventscene =FilaSize [MacroTarget)_solvent.sce
if waterscene

Load5ce [MacraTarzet)_water
elifsolventscena

repository

LoadSce [MacroTarzet)_solvent
else
# No scene with salvent presentyet
# Do we have ascene atall?
scene = FileSize [MacraTarget).sce
if scene
LoadSce [MacraTarzet)
#Verify that the cell is present
simcell = Count2bj SimCell
if Isimeell
RaiseError Ifyou provide a scenae, it must contain a simulation cell, but none was found in [MacroTarget)sca’
else
# No scene present, assume it'sa POB or YOB file
for type in'pdb’,yob’,'Errar
size = FileSize [MacroTarget).[type)
if size
ohj= Load|type) [MacroTarzet)
# Align object with major axes to minimize cellsize
Nicerilhj [obj)
break
if type=="Errar'
RaiseErrar "Initial structure not found. Make sure ta create a project directory and place the structurethere”
# Prepare the structure for simulation
CleanAll
if Structure
# Optimize the hydrogen-banding netwaork [more stable trajectories)
OptHydAll
# Create the simulation cell
Boundary periodic
Cell Auto, Extension=|extension)
if cubic
# And make it cubic, taking the length of the X-axis, which is always the langest
I=Cell
Cell [IL0L0)
SaveSce [MacroTarzet)
bnd = Boundary
if bnd="Wall'
#The usersupplied a cell with wall boundaries, we cannot use Experiment Neutralization
ShowMessage "The simulation cell you created haswall boundaries, which reducasthe simulation accuracy due to baundary effects...
‘Wait ContinueButton
ShowMessage "fou can click Simulation > Cell boundaries » Periadic’ now ta carract the prablem, or ‘Continue’ immediately...”
‘Wait ContinueButton
bnd = Boundary
if bnd="Wall'
# Userreally wants wall boundaries
FillCellWater
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else
Experiment Neutralization
WaterDensity [density}
pH [ph}
lans [ions)
pkaFile [MacroTarget).pka
Speed Fast
Experiment On
Wait ExpEnd
# Save scene with water
SaveSce [MacroTarget) water

.ub

repository

# Choose timestep and activate constraints
if canstrain="yes'
# Constrain bond lengths to hydrogens
FixBand all,Element H
# Constrain bond angles in water
FixAngle Water,Water,Water
# Multiple timestep: 1.3233famtosecandsfor intramalecular and 3*1.3333 =4 fs for intermalecular farcas
Time35tep 3,1.3333
ts=4
# 3ave simulation snapshots every 6250 simulation steps
# [with a timestep of £ femtoseconds, that's 6540%4 fs = 25 picoseconds).
savesteps=6250
else
# Remowve any constraints
FreeBond all,all
FreeAngle all,all,all
#3maller timestep, since we dan't use constraints: 2*1.25=2 51
Time5tep2,1.25
t5=2.5
# Save simulation snapshots every 10000 simulation steps
# [with a timestep of 2.5 famtosecands, that's 10000*2.5fs = 25 picoseconds).
savesteps=10000
# Temperature
Temp (temperatura)
# Make sure all atoms are free to move
Freedll

# Uncomment to completely fix same atoms
# FixAtom Backbone Ohjl

# Alread a snapshot/trajectary present?
i=00000
if format=="sim’
trajectfilename='{MacraTarget)|i}.sim’
else
trajectfilename='{MacraTarget).xtc’'
restartfilename="{MacraTarget).sim’
# Backwards compatibility: Starting with ¥ASARA version 12.8.1, XTC trajectoriesna langer cantain a number in the filenamea
old = FileSize [MacraTarget)|i).xtc
if ald
RenameFile [MacraTarget)[i).xtc, [trajectfilenama)
running= FileSiza (trajectfilaname)
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if nat running

# Perform energy minimization

Experiment Minimizatian

Experiment On

Wait ExpEnd

# And now start the real simulstion

SimOn
else

# Simulation has been running before
ShowMessage "Simulation has been running before, loading last snapshot..”
# Switch console off to load the snapshots quickly
Console Off

if duration="orever'
ConsalaOn
Wait farevar
else
{Consola Off
#Wait for given number of picaseconds
do
Wzit10
t=Time
while t=duration*1000+1
Sim Off
#ExitYASARA if this macrowas provided 3s command line arzumentin console mode
if runWithMacra and ConsoleMade

if farmat=="sim"
#Find and load the |35t 5IM snapshat
do
i=i+l
found = FileSize [MacraTarzat)(i)sim
while found
i=i-1
Leadsim [MacraTarzet|[i)
# Adjust savesteps to savesnapshotsin the same intervalas previously
if i=0
t=Time
savestaps=)[ts*]]
glse
# Dowe have a restart file with atom velocities?
found = FileSize [restartiilaname}
if found

Exit

#Yes, load itto enable a smoath restar
Loadsim (restartfilename)
else
#No restart file found, load the |ast snapshatin the XTC trajectary
do
i=itl
last,time = LoadXTC {trajectfilename),fi)
Showhessage Searching XTCtrajectory for last snapshot, showinz snapshot (i) at (D+time) f='
im Pause
Wait1
while !last
§im Cantinue
HidzMessage

#3ettemperature and pressurecontral
TempCtrl Resczle
PressuraCtrl [pressurectr)

# Uncomment to 3dd distance constraints
# AddSpring O Res Lys 30,H Res Glu 84,Len=19

# And finally, make sure that future snapshotsare saved
Save(format) [trajectfilename) savestans)

if farmat==xtc'

#Wezave an XTC trajectary plus 3 single 5IM rastart file
SaveSim (restartfilename}, [savesteps) Numbar=no
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Lampiran 4. Macro md_play

.ub

# YASARA MACRO

#TOPIC:  3.Molecular Dynamics

#TITLE:  Playback a moleculardynamicstrajectory

#REQUIRES: Dynamics

#AUTHOR:  Elmar Krieger

#LICENSE: GPL

# DESCRIPTION: This macro provides aninteractive molecular dynamicstrajectory player

repository

#You can either setthe target structure by clicking on Options > Macro > Settarget,
# or by uncommenting the line below and specifying it directly.

#MacroTarget="c:\MyProject\1cm’

#Set playback waittime (1 is maximum playback speed)
waittime=12

# Forcefield to use (these is a YASARA commands, sono '=' used)
# Note thatthe forcefield hasno influence onthe trajectory playback.
ForceField AMBERO3

# In case the simulationwas run without 'CorrectDrift on' and the solute diffused
#through a periodic boundary, you can keep itcentered here by specifying the number
# of an atom closetothe core of the solute, which will be kept atthe cell center.
central=0

# No changes required below this point!

# Speed up playback using short dummy cutoff and no longrange forces
Cutoff 2.62
Longrange None
# Do we have a target?
if MacroTarget=""
RaiseError"This macro requires a target. Either editthe macrofile or click Options > Macro »Set targetto choose a target structure”
# Do we have a scene with water?
scene= FileSize (MacroTarget)_water sce
if notscene
RaiseError'Could notfindinitial scene file (MacroTarget)_water sce. You must run a simulation with the macro md_run first'
# Load the scene
Clear
Loadsce (MacroTarget)_water
#Picka nicestyle

VERSITAS

U

<
<
s
=

48

€
11




4Gl

Style Backbone=Ribbon,5idechain=5tick
Consale off
# Create the MO trajectary player user interface
# Print headline to the HUD
PrintHUD
Font Arial,Height=20,Color=White, Spacing=1.5
PosText X=160,¥=8, lustify=Center
Print "MD Trajectory Player'
FillRect X=25,Y=30,Width=270,Height=1,Color=White
Font Height=15,5pacinz=1.5
PosText ¥=25,Y=00,Justify=Left
Print ‘Snapshat\nTima:'
# Create the clickable timer on the right
Font MonoSpaced,Spacing=1
zpos=240,120
FillRect (gposl),lspos2+5),Width=32,Heizht=241,Color=White
for i=0to 10
PosText [zpos1/B+6),[zpos2/12+i*2+1), Justify=Left
Print[i*10)5"
FillRect (zpos1+32), [zpos2+i*24+5),Width=8,Height=1,Calor=White
# Top and bottom button have halfthe height
it
y=Epos2+h
h=12
else
y=gpos2+i*24-7
h=24-12*(i==10}
ShowButton ¥=[zpas1+16},Y=[y), Width=30,Height=[h}, Border=3,
Color=[i*320/11), Action='Go ClickTimer,GaPar=[i}'
PosText (zpos1fB+3) [zpos2/12+22) Justify=Centar
Print ‘Click'
PosText [zpos1/8+3), [zpos2/12+23) Justify=Centar
Print 'abowve’
# Creste the buttans
Font Arial,Height=14,Color=White Spacing=1.5
ShowButton 'Play', X=70,Y=120
ShowButton 'Pause’, X=160,Y=120
ShowButton ‘Step backward' X=120,Y=170
ShowButton ‘Step forward', X=120,Y=220
ShowButton 'Fast backward' ¥=120,Y=270
ShowButton 'Fast forward' X=120,Y=320
ShowButton ‘Rewind to start',X=120,¥=370
Waitl

.ub

repository

# Backwards compatibility: Starting with YASARA version 12.8.1, XTC trajectories no langer contain a number in the filename
old = FileSize [MacraTargetj00000.xtc
if ald
RenameFile (MacroTarget 00000 xtc, (MacraTarget).xtc
# Determine trajectory farmat and |ast snapshotnumber
firstsnapshot=00000
xtc = FileSize [MacroTarzet).xtc
if utc
format="xtc'
# It would take too long toscan the XTC file for the last snapshot
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lastsnapshot=1
xtcfilename="[MacroTarzet). xtc'
else

format="sim"
# Quickly determine the last snapshot number
lastsnapshot=firstsnapshot
step=10000
for j=1ta 5
for k=1 to9
sim = FileSize [MacroTarzet){lastsnapshot+step).sim
if notsim
break
lastsnapshot=lastsnapshot+step
step=step/10
step=1
delay=waittime
i=firstsnapshot

# Main playback loop
MainLoop:
while 1
if i<0 or [lastsnapshot!=1 and i=lastsnapshot)
Go RewindToStart
# Show the snapshot number, clearing the area before
FillRect ¥=125¥=48,'Width=130,Height=50
Font Height=15,5pacing=1.5
PosText ¥=125,¥=50,lustify=Left
Print "[O+i}/[0+lastsnapshot+1)in’
if lastsnapshot=0
# Show the ="' atthe timeran the right
FillRect X=[zpos1-20),Y=[zposZ ), Width=15,Height=280
PosText X=[gpos1-20),Y=[zpos2+220*iflastsnapshot-1}
Print ="
# Load next snapshot
if format="sim"
Load3im [MacroTarget}li}
else
last = LoadXTC [xtcfilename), [i+1)
if last
lastsnapshot=0+i
i=i+step
# 5how the snapshot time
PosText X=125,¥=50
simtime=Timea
Print "n[0.0+simtimef1000}) ps'
if central

# Keepachosen atom atthe center of the cell [Cell returnscenter aswvalues 7-9)

e cenl} =Cell
posl) = PosAtom [central)
Maowvestom all,[cen-paos)

# Make sure thatthe simulation does not continuewhile we wait

Sim Pause
if step
#Waita bit
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Wait |delay]

elze
# Pause mode, wait until next click
Waitforavar

# Pregs the Flay buttan
Play:

stepa]

dalay=wa iTima

Go Msinloop

# Press the Pause button
Pruze

soep=0

delay=waittime

Go Mainloop

¥ Preqy the step farwand Buttan
Erepformard:

=i+l

Go Malnloop

# Prags the step Backward Butten
Erepfackward:

izi-1

Go Malnloop

# Prags tha Tak1 Toreward button
FastForward:

stap=d

dzlay=1

Ge Mainlesp

# Press the fast backwsrd button
FasTBachwand:

sTEpe—]

dalayp=1

Go Malnloop

# Prass tha rawind to stam button
RewindTaStart:
ifirstenagshat
if scap<t
Ga Play
Go Mainloop

# Clizk tha timar on tha right

LlickTimer:

il lagrpnapshar’="7
=lastznapshot™EoParf13

Go Mainloop
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= Time[ps] [pH 1 pH15 |[pHZ pH25  |Time[ps] [pH1 pH15 |pHzZ pH 25

< 0| -2331058| -2344474| -2331562| 2344476 525 -1704323| -1707277| -1708938] -170727 8
© 25| -1744341| -1744956| -1745515] -1744857 850 -1706161| -1705756| -1705596] -1705758)
I so| -1737017| -1729043| 1738796 | 1739044 275| -1705880( -1707549| -1707043| -1707550)
o 75| -1729391| -1729600| 1724524 1729600 goo| -1704850| -1708335] -1706723| -1708336)
2 10[ -1725623| -1726410] 17290094  -172R411 gz5] -1704814] -170544a] -1705671] -1705451
.m 125| -1722931| -1722758| -1725388 | 1722760 g50| -1706621| -1707039| -1705526( -1707042
> 150] -1721872 | -a718651] -1721524] -1718852 g75| -1704555| -1705572] -1706880( -1705574)
M 175| -1718710| 1718483 [ -1719464 -1718484 1000| -1705124| -1707182[ -1706054) -1707154
I 200| -1716461 | -1715083| -1716780| -1715084 1075| -1706370| -1707530| -1706036| -1707532
o 225| -1713982 | 1716757 -1716452| 1716758 1050| -1704571| -1706758| -1706626| - 1706760
% #50| -1712077 | -1714854| -1713122| -1714996 1075| -1706298| -1706516| -1706471| -1706518
< #75| -1712338| 712677 | -1712534( 1712670 1100| -1706826| -1704888| -1705432| -1704830
0 300| -170e648| -1712084| -1710911( -1712088) 1125 -1706933| -1706919( -1705700| -1706920
W» 325| -1702938| -a708570| -1709130] -1708571 1150 -17050107| -1705083( 1704915 -1705084
Q 30| -1708112 | 710775 | -1709783| 71077 1175| -1704310| -1705784| -1706136| -1705786
m 75| -1708094| 1709502 | -1711030| -1700504) 1200| -1707121| -1707554] -1703965| -1707556
v 400| -1710238| -1707279| -1709053] -1707280 1225| -1708300| -1707479| -1705694| -1707480
= 425| -1708775| -1707131| -17089535| 1707132 1250| -1707141| -1705871| 1707388 -1705872
m 450| -1707544] -1706946| -1706418] 1706548 1275| -1704523| -1706827| -1707 298] -1705829
3 475| -1706552 | -1707993| -1705434] 1708000 1300| -1705687| -1704506] -1706310] -1704508
e 50| -1705743 | -1706193 | -1707915 | -1706194 1325| -1706278| -1704764| 1705502 -1704765
— 525| -1706965 | -1705886| -1707376| -1705088 1350| -1707423| -1707254| -1704725| -1707256
2 50| -1706958 | -1706306| -1705103] -1706307 1375| -1706038| -1707394| -1705670| -1707396
e 575| -1706981 | -1705263| -1706216( -1705265 1400| -1706583| -1708383| -1705005 -1708385
M g00| -1707211| -1706514| -170%022 | -1706515) 1425 -1707265| -1706577| -1704458| -1706573
= g25| -17068010 | -1706733| -1707647 | -1706734 1450| -1706655| -1708532| -1705722| -1708534
0o g50| -1704858 | -1705801 | -1708316( -1705803 1475| -1707546| -1706540| -1708123 -1706542
A 75| -1704842| -1708900( -1707010] -1708902 1500| -1707280| -170707s| -1707433) -1707 077
c 700| -1706901| -1705326| -1705876 | -1705327 1525 -1705680| -1706059| -1704927) -1706061
o 725| -1704718| -1704145| 1706573 | 1704148 1550 -1706838| -1705112| -1706728| -1705114
=1 750| -1705155] -1706079| -1706517 | -1706081 1575] -1705183| -1706793[ -1706866] -1706795
m 775| -1706154] 1707365 | -1707111| 707367 1600| -1706838| -1706953[ -1707378| - 1706954 13N
1 200| -1705705| -1707562 | 1706102 | -1707564 1625| -1705625| -1708677| -1706148| -1708673 i
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Time[ps] [pH 1 pH 15 pH 2 pH 25 Time[ps] [pH1 pH15 pH 2 pH25
1650 -1705592%( -1706173 | 1707877 | -1706174 2475 -1760345( -1708017| -1707787( -1708019
1675 -1706646 | -1706455| -1709077 | -1706456 2500 -1760071( -1707015| -1706066( -1707017
1700| -1708377| -1705326( -1705945| -1705328 2525 -1761682| -1707437| -1707461| -1707439
1725( -1706812 | -1705358 | -1706723| -17055300 2550 -1760620| -1707966| -1704970| -1707967
1750 -1706727 | -1706183| -17067E85( -1706151 2575 -1762410| -1705536| -1705692( -17065533
1775 -17075914( 1706560 -1706611( -1706562 2600| -1762544( -1708775| -1706524( -1708777
1330| -1707245| -17055964 | -1706606| -17055966 2625 -1761046| -1706730| -1707271| -1706732
1825| -1706577| -1704345( -1705675| -1704347 2650 -1762771| -1706202( -17065391| -1706204
1850 -1706385 | -1706259| -1708006( -1705301 2675 -1764050( -1706771| -1706471| 1706772
1875 -1706230( -1707345( -17057 24 -1707347 2700 -1760841( -1706547| -1707626( -1706549
1500| -1706739| -1707377 | -1706126| -1707379 2725 -1760262| -1707565| -17065119| -1707567
1925( -1706954| -1705961( -1705879| -1705963 2750 -17e0822| -1706506| -1706621| -1706507
1850( -1706826| -1704740( -1707785| -1704742 2775| -1760148| -1705218| -1705384| -1705219
1975 -170785%( -1708337 | -170555%( -1708339 2800| -1760873( -1705244| -1707080( -17065246
2000| -1707629| 1706775 -1704674| -1706777 2825 -1759746| -1706331| -1706245| -17063533
2025| -1708457| -17085928| 1707768 | -170359591 2850 -1759776| -17055970( -1706312| -17065972
2060( 1704847 | -1707032| -1706772| -1707033 2875 -1761178| -1707300| -17065184| -1707302
2075 -1706837 | -1706627 | -17065344( -1706629 2900| -1760238( -1706663| -1705565( -1706665
2100 -1705%46( 1706283 -1706856( -1706251 2925 -1761300( -1706049| -1706022( -1706051
2125( -1761562 | -1707214| -1709154| -1707216 2950 -1759062| -1707302( -17045923| -1707304
2150( -1761082 | -1706214| -1707199| -1706216 2975 -1762135| -1706086( -1706005| -1706088
2175 -1762537 | -1705044| -1707028( -1705046 3000| -1760777| -1706235| -170718B2( -1706237
2200 -1759835( -1708823 | 1704324 -1708825 3025 -1762106( -1704873| -1707604| -1704875
2225| -17615597 | -1705967 | -1706756| -1705969 3050| -1761377| -17071B4| -1708240| -1707186
2250( -1761088| -1708187 | -1705051| -1708189 3075 | -1645977| -1705430( -1706740| -1705432
2275| -17598552 | -1707113| -1705410| -1707115 3100 -1656274| -1706118( -17050859| -1706120
2300 -176085%( 1707029 | -1706406( -1707031 3125| -1662B65( -1707239| -1707232( -1707240
2325( -1761437| -1706316(| -1705354| -1706318 3150 -1669673| -1706733| -17063200| -1706735
2350( -1761985| -1707e24| 1704981 | -1707626 3175 -1674542| -1706687| -1706717| -1706E58
2375| -1762229| -1706292 | -1704865| -17062594 3200 -1679410| -1705304| -1706525| -1705306
2400 -1761441 ( -1707366| -1706548( -1707363 3225| -1684046( -17062310| -1705824( -1706312
2425 1762242 | -17076B2 | 1706082 [ -1707683 3250| -16B6271( -1705405| -1705558( -17065407
2450( -1761011 | -1707508( -1707130| -1707510 3275 -1638138| -1705461| -1706725| -17089463
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Time[ps] |pH1 pH 15 pH 2 pH 25
3300 -1623414| -1707342 | -17052585| -1707344
3325| -1892913| -1707057 | -170675:| -1707055
3350 -1656100 | -170F151| -1706191| -17080448
3375| -1697456| -1706725| -1706609 | -1702051
3400| -1688717 | -1706767 | 1704508 | -1706816
3425| -1701723 | 1706238 | -1706557 | -17063286
3450| -16975824| -1704517| -1707237| -1706527
3475 1700007 | -170F367F | -1707551| 1706450
3500| -1702442 | 1707173 | -1706773| -1705855
3525 -1702143| -1707023 | -17071585| -1703740
3550 -1703934| -1707502 | -1705724| -1706322
3575| 1701245 | -1706040| -1705049| -1705653
3600 -1705111| -17076458 | -1706286| -1705152
3625| 1702550 1707456 | -1704461 | -1707414
3650 -1706565| -1707B26| -1707632| -17071593
36s5| -1706552 | -1707053| -1706548| -1706322
3700| 1704537 | 1706586 | -1706875| -1706571
3725| -1704026( -1706719| -1707636| -1706222
3750| 1706728 | 1704235 -1705428| -1707774
37F5| 1706327 | -1707783| -1706358| -1705882
3200| 1704631 | -1706513| -1705473| -1706256
3825| -1706330| -1706248| -1706583| -1706165
3850 -1706157 | -1708477 | -1702700 | -1705004
3875| 1706322 | -1707936| -1707281| -170744]
38900 -1707888 | -1706200| -1707754| 1706350
3825| -17065927 | -1706664| -1706779| -1707637
3850| -1706380| -1706260| -1707636| -1707055
35975| 1706573 -170F081 | 1706307 | -1708168
4000 -1707082 | -1707350| -1705433 | 1705577
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Time[ps] |pH1 pH 15 pH2 pH 25 Time[ps] |pH1 pH 15 pH2 pH25
0 0.662 0695 0.691 0695 325 1.855 2143 1768 2.143
e 25 1.363 1.275 1356 1.275 250 15924 2.405 1505 2.405
w ] 152 1408 1354 1.408 375 1.389 2467 18907 2467
@© 75 1.659 1475 1421 1475 500 1987 2.403 14513 2.403
w 100 1.57 1577 1.485 1577 925 1503 2488 2.105 2,483
= 125 1.541 1534 1484 1534 850 1383 2.667 2.109 2.657
@© 150 1.511 1.659 1416 1.659 875 1378 2.525 2. 206 2.525
M 175 1.566 1729 1526 1729 1000 2171 2478 2.181 2478
> 200 1.634 1744 1.451 1744 1025 2168 2468 213 2,463
m 225 1.662 1253 156 1253 1050 2041 2.581 2068 2.581
m 250 1.636 1745 1612 1745 1075 2026 2727 15936 2727
O 275 1.672 1765 1617 1765 1100 1371 3.05 2105 305
O 300 1.781 1743 1567 1743 1125 1308 3.082 2.149 3.082
A 325 1.784 1909 1735 1909 1150 2.0688 2885 2. 1BE| 2.929
m 350 1.801 115945 1.669 11545 1175 15943 2.947 2075 2.947
2 375 1.823 1248 178 1.848 1200 1.857 2.B55 2.085 2.855
ml 400 1.792 1785 179 1785 1225 1345 2.815 13833 2.815
=) 425 1.785 1876 1785 1876 1250 2064 2822 15941 2822
=~ 450 1.7591 2.16 1.8351 2.16 1275 126 292 1539 292
CDQ 475 121 2077 1758 2077 1300 1805 2929 1977 24929
M 500 1.206 2.262 1756 2262 1325 204 3.036 2081 3.026
[nd 525 1.568 2.289 1759 2.289 1350 2.007 2.815 1561 2.815
m 550 1.756 2.292 1534 22592 1375 1341 2821 2151 2.821
nDa 575 1.242 2461 15915 2461 1400 1969 2.807 2062 2.807
) 00 1.8585 2158 1783 2158 1425 2.049 2.995 1856 2.935
© B25 1.5912 2.282 1759 2.282 1450 2014 3.009 2 3.009
m =] 1.859 2307 1657 2307 1475 2021 3.432 1543 3.432
Wu E75 1.621 2307 1.366 2307 1500 2.124 3.216 2.089 3.216
=] 700 1.823 2273 1764 2273 1525 2059 3.145 2,158 3.145
“_a 725 1.5971 2364 1.815 2364 1550 2.059 3.438 1538 3.438
750 1.845 2281 1.856 2281 1575 2.148 3.332 2.067 3.332
775 2.006 2.28 2048 2.28 1600 2.054, 3.357 1571 3.357
200 1.914 234 1852 234 1625 2.07 3.321 202 3.321
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Time[ps] |[pH1 pH 15 pH2 pH 2.5 Time[ps] |pH1 pH15 pH 2 pH25
1650 2153 3.08 21037 3.08 2475 2624 3.517 237 3.517
1675 221 3.178 2048 3178 2500 2466 3912 2618 3912
1700 2.133 3.171 15964 3.171 2525 2.73 3.9592 2.397 3.993
1725 2181 3.429 2 056 3428 2550 2.659 385 2926 3.85
1750 2.135 3679 19 3679 2575 2.503 3.969 2.329 3.969
1775 2.147 3.545 1833 3.545 2600 2.571 421 2.381 421
1800 2213 3.508 1.852 3508 2625 2.62 3.856 2.373 3.856
1825 2202 3297 1965 3.297 2650 2.548 3.876 2.479 3.876
1850 2307 3.546 195 3.546 2675 2.556 3.925 2.425 3.925
1875 2185 3.567 21052 3567 2700 2543 3.5915 2327 3.915
1500 2152 345 15968 345 2725 2458 4042 2.239 4042
1925 2163 3683 21037 3682 2750 2657 3.923 2.237 3.923
1950 2175 3.854 1508 3854 2775 2. 646 3.707 2.253 3.707
1975 2213 3771 1547 3771 2800 264 3.838 2.405 3838
2000 2.257 38 2093 3.8 2825 2.581 3.605 2.249 3.605
2025 2324 3.821 2056 3821 2850 2,433 3.536 2.317 3.536
2050 2303 34531 2158 3531 2875 2.515 3.763 2.366 3.763
2075 2282 3.874 2.197 3.874 2900 2.562 3.737 232 3.737
2100 2124 3.742 2418 3.742 2925 2.636 3.758 2.293 3.758
2125 2,082 3.836 2237 3.836 2950 2.513 361 2.356 361
2150 226 3543 2218 3543 2975 2733 3862 2321 3862
2175 2344 3862 2408 3862 3000 3.047 3.772 2.361 3.772
2200 2.239 3582 2246 3882 3025 3.183 3.802 2.357 3.902
2225 2487 3826 2262 3826 3050 2991 3.857 2.292 3.957
2250 2522 3828 2451 3828 3075 2.929 4144 2.228 4144
2275 2631 3927 2273 3927 3100 3.16 4343 2.232 4.343
2300 2.505 4057 2378 4057 3125 3.003 4081 2.351 4081
2325 26595 4088 2.53 4088 3150 2.769 4. 269 223 4. 269
2350 2664 41868 2453 41868 3175 2.748 4081 244 4081
2375 2529 4164 2.51 4164 3200 2.759 4 165 2.413 4. 165
2400 23731 3.856 2521 3.856 3225 2.959 4156 2.409 416
2425 27 3788 2434 3782 3250 3.085 4135 2,485 4135
2450 2719 3768 2441 3768 3275 2888 4074 2418 4074 %
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Time[ps] |pH1 pH 1.5 pHZ2 pH 2.5
3300 2.368 4263 2331 4263
3325 2794 3 207 2561 3 207
3350 2.96 4185 2473 4242
3375 2582 3099 2499 4173
3400 2632 3593 2458 4421
3425 2793 4291 2431 4357
3450 2796 4452 2236 4 358
3475 3181 4434 2.254 4 486
3500 3.213 3 702 2367 4452
3525 25964 4478 2523 4527
3550 3056 4332 2335 47159
3575 245971 4676 2436 3 607
2300 24952 494 2.43 4914
3625 2917 3 5907 2353 4837
3650 2977 5.02 2.38 5076
3675 299 4 2886 2414 4847
3700 3.136 4642 2.35 4218
3725 3.02 4874 2.19 4629
3750 3378 5073 2364 4733
3775 2375 4 BBE 24159 4 667
2200 3351 4653 241 4519
3825 3.506 4716 2633 4 508
3850 3455 4 664 24593 4751
3875 3.258 4454 2452 4 856
3500 3.237 4548 2.37 3777
3925 3.2558 4354 23594 5.06
3950 36596 4438 2.51 5038
3975 3532 435 2.643 4842
000 3268 4237 2 408 5282
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Waktu [ps) |pH1 pH 15 pH 2 pH 2.5 Waktu (ps) |pH1 pH 15 pH2 pH 2.5

o| -172512] -173808| -172620] -173s0% 205| D45EB2| 949885 932001 -948885

25| 977863 -98064.7| -989107| -592064.7 850| B94716| o51442| 940863 -o5144z

co| -ogs14a| o7ims7| -sgmvo7| -o7imsy 75| o57ess| oa1401| sszoss| _sai40a

75| oocazg| o77z07| -991018| 977207 o00| 955104 ocE308| o3m927| _otE300

100| oo228.1| o7e9=3.3| -o@3722| _o7e9as 9o5| ©33044| o45043| o4m95.1| _oacpa:

125| 974162 -o7msza| -svsiz7| -s7mscs g50| -93773a| -ss2009| -95117.8] -ssz2009

150| -96492.2| -975115| -97233.8| -975115 575| -937353| -24995.3| -938385| -54595.3

175| -95972.7| -97418.2| -96749) -57418.2 1000| -945275| -95474.8| -93805.2| -95474.8

200| -mssEy| -sssivs| -sesnry| -ssmivs 1025| -s3sses| -ssisoa| -seszpal -ssison

225| -95271.2| -96102.5| -95923.2| -961025 1050| -9a26639| 957923 -93710.5| -95792.3

250| -94533.1| -95798.1] -95976.5| -95738.1 1075| 98597 7| -92610.7| -938616| -95610.7

275| -osvoea| samr7i|  mesrz| -samTa 1100| -sass7z| -s2m3a32| -sapsos| -osmmac

300| -945325| -93800.2| -95005.3) -93800.2 1125| -542501| -95158.4| -93593.1| -95158.4

325| -9a38a3| 943257 -Sassz| -sa3zsy 1150| -881912| -95013.3| -93277.3| -95013.3

350| -94335.5] -sea309| -sssams| -saszos 1175| -szmosa| -s23521| -saszpal -s33m2a

375| 94z731| 947349 -o4a7ars| -sarzan 1200| -saez438| -931935| -sarvaas| -s3193c

app| -o5225| oamasa| -osave7| -sem3ng 1725| -536405| 529598 -933e03| -g5355os

= a75| .93497.8| -ss53Es5|  -mas3g| -omm3es 1750| -gaa512| -gagss| -g3vivs| -gasss

=2 aco| -saze1s| -ss3sos| -93713.3| -g9o3mos 1775| -546795| -94s914| -9asmas| -sammi1g

= a75| 9s1703| gros9.3| -o4a06.1| -g7os93 1300| -9333a| -oga576| -sessma| -sass7E

X coo| -943055] o45311| -sasggal _sammia 1325| o300 2| Bao18| 93eras| -sapais

— 55| 547433 o54a537| 93830 -o5453y 1350| D4Ba37| 945024 947237.7| -945024

W tco| o3992.4] oe0511| -95139.8) _Se0si1l 1375| ©39127| 94e52.1| -93907| -S4E52.1

c £75| gapome| o41827| _seaacs| _oaimnz 1400| oas185| a3cc 7| gars77| _pazsca

M E00| D34go.4| o5e0oc| _93737.1] _OLEOSS 1475| ©4ap815| ©5107.4| 92702.8| -95i107.4

= 625| -94109.9] -953229| -93126.4] -95322.9 1450| 941687 -94606.7| -93B67.9| -99606.7

a) 650| -94z0e7| 94960 -934a93| -saseo 1475| -sze0s3| -93e2s| -33s01s|  m3Ers

~ £75| -94694.4| -95230.3| -93673.2| -95230.3 1500| -548033| -93780.3| -938348.1| -53780.9

c 700| -94536.3| -95698.6| -94066.3| -95698.6 1525| -84196.a| -93787.3| -93852.6| -53787.3

.M 725| 93e0e9| sas031| 93720 -samp3a 1550| -938173| 923222 -samers| -s332202

S 750| -95279.8| -95259.7| -9431a.2| -g952597 1575| 936387 -94089.5| -93602.3| -S4p495
m 775| -543745| -95313.5| 935528 -o953135 1600| -94672| 941024 -93863.5| -94102.48 o5
] g00| -o4733| -os2oaz| -se3ag2| -oormac 1625 981352 o3s016| -sea011| -s3m016 To)
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Waktu [ps) |pH1 pH15 [pH2 pH25  |waktu(ps) |pH1 pH15 |[pH2 pH 25
1650| -95460.6] 929145 -94eee4| -s2oias 2475| -107841| 93508.5] -9524s32| -o3s0mS
1675| 941409 o4059.1| -s3s5087) -seo0s9a 2500| -106071| 943206 943459 -sazz0sE
1700| -935345| 933217| -93085.5| -933417 2535| -107038| 952438 -94e0E.1| -952438
1725| -94683.1| 941494 935983 -o414m4 2550| -107064] 94337 oasess| ga337
1750| -93912.6| -534518| 924355 534518 2575| -107758| -93817.8| -9429a1| -53817.8
1775| -940715| -851555| -g3g542| -ssisss 2600| -10634a| sams07| -s4eens| -s4ms07
1800| 941548 soasesi| -o3m721| -s4epma 2625| -106171| 937333 94az906] 937383
1825| 944644 S4e734] o3045] oaEraa 2650| -106408| 956748 94a3s7s| -o3e7as
1850| -94360.8| 94192.1] -94sss| -m41921 2675| -107373| -943s9s| -93287.1| -943s95
1875| -95393.9| oa5318| -sasee1| -sas319 2700| -107517| 947855| -95356| -947Ess
1900| 951433 -ocsos| -s37sas|  -ss=os 2725| -108936| 94oee7| -94763s| -o4see7
1925| -944567| 934574 -94283.1| -o3457.4 2750| -107379| -93317.4| -93ss01| -93317.4
1950| -945612| -ososo| -saocs27|  osoEo 2775| -107s82| @3773.1| seisez| -s=7Ea
1975| 952247 943424 941259 -o4mans 2300| -106767| 93139.1] -9ases| -s=z13ma
2000| -95205.6| -94ss46| -93857.1| -o44sac 2825| -107890| -92947.3| -ocesos| -gp9a7s
2025| 939953 530504 -9944s2| -os0m04 2850| -10724a| seares| 947107 -ozaros
2050| -93628| ©3s37s| -s3ssii| -s39379 2575| -107490] o37s0| sossen7| 93780
2075| -933814| o5397.6| -o4o62| -oomave 2900| -106463| 945168 -94715| -sasies
2100| 949241 =51085| -940es1] -ssices 2925| -107518| 942429 oaposs| 942429
2125| -106695| 50074 -951887| -Ssoov.a 2950| -106837| 939308 93m415| -o39s08
7150| -106701] -ooo79| -sa1178]  _osovo 2975| -107613| -93ces| s3e1e1|  o3sss
2175| -106708| Saoee2| -geg973o9| -saooea s000| -106758| -o4308] -oSc14|  o430e
2200| -106682| 945208 -93993.8) -sacios 3025| -108217| 93902.6] -94e5s| -s3smozE
2235| -106175| -94753| 9s009|  marss 3050| -108138| 94s065| -95145.2| -94s065
2250| -106581| =3e015| -93763.9) -s3s01sS 3075| -79403| 94ms21| oe191s| -o4msaa
2275| -106361| o37s2s| -o93574| -s37m29 3100| -30640.8| 04097 oaz02.4] oam97
2300| -106261| -94m133| -941737| -s4mms 3125| -g21458| o94s12| 93e9g2| gam1a
2335| -107286] 941425] ogaos2| 941435 3150 -B4920| 943743 oaama4| o4z7asz
2350| -106637| 943925 -94m101] -s43925 3175| -363466| 948555 -93837) -oamsss
2375| -106554| -943007| -94077.6| -s43007 3200| -B832a4| 945427 943477 -o4saaz7
2400| -105957| 851018 95470 -ssio1s 3225| -3ooess| o4sg28| -94sss| -oessag
2435| -106210| S4m9.8| -94mesz| -samios 3250| -396866| 943934 94pe3 2| -94z9m4
2450| -106853| ©32807| -941483| -932807 3275| -91356.4| -962448| -ocema7| -os2sasg
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Waktu [psl |pH1 pH 1.5 pH 2 pH 2.5
3300| -52355.2| -548549| -34008.2| -34BR45
3325| -52048.4| -551009| -94250.8| -85100.%
3350| -94676.1 95627 -34758| -945689.4
3375| -83288.5| -54703.8| -95568.4| -34198.7
3400| -934B2.8 -95624| -55304.7 94871
3425| -94057.7| -54819.7| -55614.5 54384
3450 -95034.1 -33637| -S94726.5| -94B05.4
3475| -52479.3| -851365| -95586.5| -23303.5
3500| -53438.3| -547013| -94599.1| -34877.3
3525| -944253| -85321.1 -95066| -95341.4
3550| -96040.1| -54565.1| -343181| -333707
3575| -85233.8| -54710.2| -35004.8| -S4664.6
3800| -85055.3| -B45757| -953B26| -B85128.%5
3625| -958380.8| -595089.9 -95628| -5941413
3650| -96670.1| -545353| -944151| -85324.%
3675| -95608.3| -85128.3| -S44B5.8| -342507
I700| -Be203.4| -53738.3| -932%6.3| -263401
3725| -8955315.5| -94556.2| -33060.3| -95484.5
3750| -895165.8| -94610.7| -945159| -95712.4
3775| -895066.7| -95450.8| -394853.8| -95523.6
3800| -85652.3| -56187.4| -3315%.3| -34730%
3825| -96724.4 54313 -93857| -95067.2
3850| 877223 -93771| -53098.1| -55347.3
3875| -85483.8| -B45305 -95022| -937909
3500| -S5007.7| -541402| -33664.4| -347RES
3925| -856547| 843853 -S4g36| -548595.4
3950| -95686.3| -93458.8| -546417 -955845
3875| -B626l1.6| -54203.1| -B54373.6| -95304.5
40300| -96053.7| -53541%5| -34517.2| -85720.2
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Lampiran 8. Data RMSD backbone residu reseptor

pH 25

3.138
3.155
2.608
3.152
2417

2441
3.061
2434
2.145

2.003
2364

pH 2

2L.266
1367
1539
2538

1863

1745
206
19592
129
1254
132

pH 1.5

2.733
267

2.286
3.067
2.358
2.286
2106

2352

1965

1.956
2.308

pH1

2.155
1356
1828
2494
1804
1428
1688
2134
1854
2 068

21211

Residu

108 C

106 C

14 C

112C

113 C

166 D
111C
166 C
113 0
1110
112 D
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Lampiran 9. Data RMSF residu reseptor

Residu pH1 pH15 |pH2 pH 25

103 C 1.488 1565 1.155 1.76%9
105 C 2.1 2.251 1.829 2.538
1M C 1.425 1.253 1.091 1.408
112¢C 1.287 1446 0.59 1.373
113¢C 1.23 1.35 0888 1.363
165 1636 2.014 1574 1.505
111C 0888 1366 1.066 1.377
165 C 1502 1525 1.537 151
113D 1,095 1.055 1.091 1.079
111D 1445 1755 1.181 1561
112 D 1743 1565 1.114 131
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