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Enzymkatalys för Chymotrypsin 
Sammanfattning
Problemet var att modellera reaktionen mellan enzymet Chymotrypsin och ett substrat i dataprogrammet MatLab och studera steady state approximationen. För att kunna lösa problemet behövdes uttryck för de olika rektionshastigheterna, sedan skrivs uttryck för totala rate of formation upp. Steady-state approximationens stämmer ganska bra överrens med verkligheten då det finns en substratkoncentrationen som är mycket högre än enzymkoncentrationen. Detta för att enzymet är en katalysator och påverkas inte själv av reaktionen.
Inledning

Målet med projektet var att modellera en reaktion med enzymet Chymotrypsin som katalysator, samt att med hjälp av matematikprogrammet MatLab simulera förloppet. I projektet ingick också att studera hur steady state approximationen stämmer överrens med verkligheten. 
Teoretisk bakgrund
Många reaktioner i naturen använder enzymer som katalysatorer. Reaktioner

som katalyseras av enzymer kan innehålla flera olika delsteg och reaktionsintermediärer. Detta medför att många av dessa reaktioner är väldigt komplicerade. Den allra enklaste av de enzymkatalyserade reaktionerna har endast en mellanprodukt.
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Kinetiskt sett kan problemet lösas med hjälp av en analytisk approximation (med avseende på enzymkomplexet) som kallas steady-state. Steady-state approximationen kan vara mer eller mindre korrekt. Ett sett att se om approximationen fungerar bra är att kontrollera  d[ES]/dt. Där [ES] är koncentrationen i mellansteget. När steady-state infinner sig kommer d[ES]/dt att vara noll.

Experimentell metodik

För att kunna lösa problemet med enzymkatalysen behövdes de olika reaktionshastigheterna. Detta löstes med uppställandet av uttryck för hastighetskonstanterna, k11, k12, k2 samt koncentrationerna för varje ämne i reaktionen, uttrycken beskriver rate of formation för varje delsteg i reaktionen.
r11 = k11*[E]*[S] = k11* u1*u2
r12 = k12*[ES] = k12*u3
r2 = k2*[ES] = k2*u3
u1 = [E]
u2 = [S]
u3 = [ES]
För att komma vidare med problemet ställs totala rate of formation upp:
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De tre senaste funktionerna skall lösas matematiskt med hjälp av matlab. Alla tre funktioner måste lösas samtidigt. För att göra detta används en ODE-lösare. Tidigare har det skrivits en programfil my_ode3.m som kan lösa alla befintliga integraler. Denna programfil ska användas i kombination med en m-fil som innehåller de tre funktionerna ú. Nu kan problemet lösas och värdena som erhålls plottas, man kan se när steady-state inträder, vilket inträffar när derivatan för [ES] är noll. När programmet skrivits färdigt testas det genom att värden med kända resultat sätts in. Efter kontroll av att programmet fungerar som det ska, sätts olika startvärden på koncentrationerna in. Detta görs för att se hur reaktionen förändras med olika koncentrationen på startämnena. 

Resultat och diskussion 
För att studera hur steady-state approximationen stämmer så skall den röda linjen i graferna nedan studeras. I det första diagrammet ses att steady-state, d[ES]/dt = 0, inträder efter kort tidsperiod. Men d[ES]/dt = 0 bara en kort tidsperiod och d[ES]/dt blir sedan negativ. Att derivaten för [ES] = 0 bara en så kort period beror på att kvoten mellan koncentrationen enzym och koncentration substrat inte är så stor.
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I försök två så har start koncentrationen för substrat ändrats kraftigt. Kvoten mellan substrat och enzym är här mycket större än i försök ett. Detta resulterar i att steady-state teorin stämmer under ett mycket längre tidsperiod, med andra ord d[ES]/dt 
[image: image6.wmf]»

 0 längre. Diagram 2 visar att substratkoncentrationen minskar långsammare och mer linjärt än i diagram 1. Eftersom enzymet är en katalysator och tillbakabildas med en viss hastighet bildas det i detta försök mer enzymsubstratkomplex. Detta beror på att när enzymet katalyserat så mycket substrat som det kan, finns det fortfarande mycket substrat kvar att reagera med.
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I försök tre ökades enzymkoncentrationen kraftig, men substratkoncentrationen är den samma som i försök 1. Det bildas enzymsubstratkomplex så länge det finns substrat kvar. På grund av att det finns mycket mer enzym än substrat tar substratet slut väldigt fort och enzymsubstratkomplex bildas under en mycket kort tidsperiod. Steady-state approximationen, d[ES]/dt = 0, stämmer bara under en kort tid vid detta försök. 

Avslutning
Slutsatsen som dras för steady-state approximationens korrekthet, är att det stämmer ganska bra överrens med verkligheten då substratkoncentrationen är mycket högre än enzymkoncentrationen. Detta för att enzymet är en katalysator och påverkas inte själv av reaktionen.
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Tidigare skrivna matlab-filer såsom my_ode och testprogram på hemsidan

Bilagor
Bilaga 1. Matlabprogrammet my_ode

function [t,U]=my_ode3(f,int,ua,h)
a=int(1);       % Första intervallvärdet sätts till a
b=int(2);       % Andra intervallvärdet sätt till b
i=1;            
t(1)=a;         % a sätts till första t värdet
U(:,1) = ua;    % Begynelsevärdet i U sätts till ua
tol = h^3;      % Toleransen sätt till steglängden upphöjt i 3
while t(i)<b
  i=i+1;
  t(i)=t(i-1)+h;    
  V = U(:,i-1);             % Vektorn V för det gamla värdet av U
  VV = V+tol*10;            % Vektorn VV sätts till et värde som är lite större än V
  while norm(V - VV) > tol  
      V = VV;               % Vi ger vektorn V samma värde som VV
      VV =  U(:,(i-1))+h*feval(f,((t(i-1)+t(i))/2),...
            ((U(:,(i-1))+V))/2);    % Räknar ut integralen
  end
  U(:,i)= VV;
end
t=t';   % t och U skrivs ut som koloonvektorer
U=U';
Bilaga 2. Funktionsfilen enzymkatalysen
function y = enzym(t,u)
% Begynnelsevärdena på E och S koncentrationer skrivs in i input.
% Med funktionen global gör vi k11 k12 k2 synliga för hela matlab
global k11 k12 k2 
k11 = 0.01;             % De tre olika hastighetskonstanterna
k12 = 0.000587;
k2 = 0.069;
r11 = k11*u(1)*u(2);    % De tre olika rate of formation
r12 = k12*u(3);
r2 = k2*u(3);
y = zeros(size(u));     %  y blir lika lång som u. Totala längden av vektor u
% Den totala rate of formation
y(1) = -r11 + r12 + r2;     % E 
y(2) = -r11 + r12;          % S
y(3) = r11 -r12 -r2;        % ES
Bilaga 3. Script-fil för att plotta reaktionen

[t,U]=my_ode3('enzym', [0, 1000], [0.5 1 0], .1)
plot(t,U)
title('Enzymkatalys')
xlabel('Tiden i sekunder')
ylabel('Koncentrationen (mol/L)')
legend('E','S','ES')
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