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Projekt 9, Analys och linjär algebra B
rapport
Sammanfattning

Följande rapport undersöker hur väl steady-state approximationen stämmer för hydrolysen av N-acylaminosyraester med enzymet Chymotrypsin. Med hjälp av MatLab kunde hydrolysen simuleras grafiskt och därifrån kunde bestämmas att approximationen gäller, men endast för korta tidsintervall.
Inledning

Syftet med detta projekt var att undersöka hur korrekt steady-state approximationen är för hydrolysen av N-acylaminosyraester med enzymet Chymotrypsin. Detta genom att med hjälp av Matlab skriva ett program för att simulera förloppet av ovanstående hydrolys och tolka resultaten grafiskt.  

Teoretisk bakgrund

Hydrolysen av N-acylaminosyraester med enzymet Chymotrypsin skrivs vanligen som en reaktion där substrat plus enzym bildar produkt plus enzym. Enzymreaktioner är emellertid mycket komplexa reaktioner som oftast består av en eller flera olika delsteg och reaktionsintermediärer. Hydrolysen av N-acylaminosyraester med enzymet Chymotrypsin är en av de enklare typerna av enzymreaktioner och består endast av ett mellansteg, 
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. Det vill säga en fas då en intermediär existerar, i detta fall ett enzym-substratkomplex, vilket antingen bryts ner till enzym plus substrat eller omvandlas till enzym plus produkt. Sista reaktionssteget där slutprodukten,
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, bildas är en framåtreaktion. För förtydligande se ekvation (1).
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k11, k12 och k2 i ekvation (1) är alla hastighetskonstanter för de olika stegen , där k11 är hastighetskonstanten för bildandet av enzym-substratkomplx,
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, k12  hastighetskonstanten för tillbakabildandet till enzym plus substrat,
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 och k2 är hastighetskonstanten för bildandet av enzym plus produkt, 
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. Dessa konstanter är alltså ett mått på hur snabbt de olika delstegen i reaktionen sker.

Med hjälp av dessa hastighetskonstanter kan uttryck för reaktionshastigheterna i de olika stegen formuleras och dessa uttryck kan sedan användas för att beskriva hur fort koncentrationerna av 
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 och 
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ändras med hänseende på tid. Uttrycken för dessa förändringar är därför differentialekvationer vars lösningar utgör koncentrationerna av de fyra substanserna med hänseende på tiden. 

För att lösa ett system av differentialekvationer används programmet my_ode i Matlab, vilket löser ett system av differentialekvationer via numerisk kvadratur och på så vis kan de ovan nämnda differentialekvationerna lösas och plottas mot tiden i ett diagram.
Problemet kan också lösas analytiskt genom att införa en steady-state approximation med avseende på enzymkomplexet,
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. Det antas då att koncentrationen av 
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 är konstant med avseende på tiden, dvs. d[ES]/dt = 0. Uttrycket för hastigheten för bildandet av produkten, 
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, kan således skrivas d[P]/dt och ges av Michaelis-Mentenformeln;
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[E]t =[E]+[ES] är den totala enzymmängden och KM är Michaelis-Menten-konstanten. Ett förlopp som beräknas/modelleras med en sådan typ av ekvation sägs ha Michaelis-Menten-kinetik. 

Experimentell metodik
Med hjälp av givna startkoncentrationerna 
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 och 
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 skrevs uttryck för reaktionshastigheterna 
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 svarar för koncentrationerna av enzym , substrat, enzymkomplex respektive produkter. Dessa användes sedan för att uttrycka förändringarna i koncentrationerna 
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som funktioner av 
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I MatLab användes programmet my_ode.m
 för att lösa differentialekvationerna. My_ode.m har 'f' som ingående värde, programmet anropar alltså en funktionsfil som i detta fall döptes till "formation"
. I funktionsfilen skrevs variabeln y som en funktion av U och t. En separat scriptfil skrevs också där givna data så som reaktionskonstanter och startkoncentrationer skrevs in
. Även kommandoraden för my_ode samt plotkommandon skrevs in i denna scriptfil. Detta för att helt kunna köra programmet härifrån och enkelt kunna ändra givna värden. 
Då funktionsfilen formation har y som utgående variabel uttrycktes förändringarna i koncentration med hjälp av y istället för u' och parentesindex, (rad, kolonn), användes för att få y som kolonnvektor istället för radvektor. Eftersom värdena för hastighetskonstanterna finns givna i scriptfilen användes funktionen "global" vilket gör att MatLab använder samma data för alla variabler som ingår i kommandot. 
Scriptfilen börjar med att ua definieras. Detta är egentligen ett ingående värde i my_ode som ska vara en matris vilken svarar mot ett valt startvärde. I detta fall motsvarar dock ua startkoncentrationerna för de fyra substanserna och för att det lättare ska gå att variera dessa definierades ua separat. Likaså definieras tidsintervallet, int, och steglängden, h, i början av filen. Detta medför att man inte behöver ändra i kommandoraden för my_ode om de ingående värdena behöver ändras. Även i denna fil måste funktionen "global" användas för de berörda variablerna. Slutligen plottades koncentrationerna, U, mot tiden, t, för att åskådliggöra förloppet då N-acylaminosyraester hydratiseras med enzymet Chymotrypsin.
Därefter undersöktes steady-state approximationen för olika värden för koncentrationerna enzym, 
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 och substrat,
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Resultat
Från graf 1 kan ses att substratkoncentrationen sjunker allt eftersom reaktionen fortgår medan produktkoncentrationen ökar samt att de båda linjerna är varandras speglingar. Absolutbeloppet av derivatorna av de båda linjerna är därför samma, vilket beror på att produkter bildas i samma takt som substrat förbrukas och att derivatan av en linje motsvarar förändringen i koncentration med tiden. På samma sätt är linjerna för koncentrationerna av enzym respektive enzym-substratkomplex varandras speglingar, eftersom det ena förbrukas i samma takt som det andra bildas och vice versa. Initiellt är 
[image: image29.wmf][

]

ES

 noll, eftersom inget substrat ännu har hunnit binda till enzymet. Efter en viss tid, t, har 
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 nått sitt maxvärde, vilket motsvarar en situation då koncentrationen av enzym-substratkomplex har nått högsta möjliga värde. Då de initiella 
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 är 0.5M respektive 1 M ser linjerna för koncentrationerna mot tiden ut som i graf 1. Härifrån kan ses att steady-state infinner sig vid t ≈ 25s. Steady-state varar bara en kort period, eftersom substraten förbrukas i takt med att produkterna bildas och det efterhand då inte finns tillräckligt med substrat för att binda till alla tillgängliga enzym. För att undersöka hur tidpunkten då steady-state inträffar beror på förhållandet mellan de initiella koncentrationerna av substrat och enzym plottades förloppen för olika startkoncentrationer och graferna kan ses nedan. 
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Graf 1: Förloppet då den initiella [E] = 0.5 M och den initiella [S] = 1 M
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Graf 2: Förloppet då den initiella [E] = 1 M och den initiella [S] = 10 M
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Graf 3: Förloppet då den initiella [E] = 10 M och den initiella [S] = 1

Från graferna kan dras slutsatsen att då 
[image: image36.wmf][

]

E

 ≈ 
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 inträffar steady-state vid ≈ 25s. Ju större förhållandet mellan 
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 är, desto snabbare infinner sig steady-state. Detta beror på att en hög 
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 och en låg 
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 leder till att alla enzym snabbt binder substrat, eftersom det finns så många mer substratmolekyler. Motsvarande sker då 
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 är hög och 
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 låg, det vill säga att alla substratmolekyler blir bundna till enzymen, eftersom det finns ett stort överskott på enzym. Snabbast blir alltså processen då ovanstående förhållande är stort. Från graferna kan ses att 
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 sjunker till  noll, vilket leder till antagandet att allt substrat omvandlas till produkt. Från graferna kan också ses att 
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 återgår till sitt initiella värde, vilket tyder på att inget enzym förbrukas, utan endast fungerar som en katalysator för att snabba upp processen. Detta är just definitionen på ett enzym; en biologisk substans som deltar i en reaktion utan att själv förbrukas. 

Bilaga 1
function [t,U]=my_ode(f,int,ua,h);
% my_ode - solves initial value problem for general system of 
%          ordinary differential equations u'=f(t,u) 
%   Syntax: 
%           [t,U]=my_ode(f,int,ua,h)
%   Arguments: 
%           f   - string containing the name of a function file  
%           int - 1x2 matrix specifying a time interval int=[a,b]
%           ua  - dx1 matrix specifying an initial value
%           h   - positive number, the stepsize
%   Returns: 
%           t - nx1 matrix containg the time points with t(1)=a
%           U - nxd matrix containing the approximate solution
%   Description:
%           The program computes an approximate solution of the intial 
%           value problem  u'=f(t,u), a<t<b; u(a)=ua.  Here u, f, 
%           and ua are column vectors of dimension d.  The file f.m 
%           must contain the function f(t,u) with syntax uprime=f(t,u). 
%           The program returns the nx1 matrix t of time points with 
%           t(1)=a and the nxd matrix U with row number i containing 
%           the transposed solution vector at time t(i).  
%           The program uses the Euler forward method. 
%   Examples: 
%          [t,U]=my_ode('funk3', [0, 20], [1; 0],.01);
%   See also:
%          crash.m, ode23.m, ode45.m, ode15s.m 
%           
a=int(1);        %startvärdet, plats ett i intervallet
b=int(2);        %slutpunkten i intevallet
i=1;             %i=1, loopen börjar på 1
t(1)=a;          %talar om att första värdet på t = första värdet i intervallet
U(:,1)=ua;       %funktionsvärdet av alla rader i kolumn = ua, som är en vektor vars värden är ett input
while t(i)<b            %så länge i:te talet av t < b pågår loopen
    i=i+1;              %I ökar med steglängden 1 varje gång
    t(i)=t(i-1)+h;      %i:te talet i ordningen av t = föregående t + steglängden h
    U(:,i)=U(:,i-1)+h*feval(f, t(i-1), U(:,i-1));    %U är lika med summan av alla små areor som fås då funktionsvärdet i punkten
end                                                  %(t,U) mult med steglängden. U'=f beror av både t och U!
U=U';            %U är summan av alla små areor som fås
t=t';
Bilaga 2

function y=formation(t,U); %funktion som räknar ut förändringen i 
                           %koncentration med avseende på tiden
global k11 k12 k21
r11=k11*U(1)*U(2);         %uttryck för reaktionshastigheterna 
r12=k12*U(3);              %för de olika stegen
r21=k21*U(3);
y(1,1)=-r11+r12+r21;       %differentialekvationerna som löses mha
y(2,1)=-r11+r12;           %my_ode.m
y(3,1)=r11-r12-r21;
y(4,1)=r21;
Bilaga 3

ua=[0.5; 1;0;0];         %startkoncentrationer
int=[0, 1300];           %tidsintervall
h=1;                     %steglängd
global k11 k12 k21       
k11=0.01;                %givna data för hastighetskonstanter
k12=0.000587;
k21=0.069;
[t,U]=my_ode('formation', int, ua, h); %kommandorad för my_ode
close all                %plotkommandon
plot(t,U(:,1),'--g')
hold on
plot(t,U(:,2),':b')
hold on
plot(t,U(:,3),'-r')
hold on
plot(t,U(:,4),'-.c')
legend('Enzym','Substrat','Enzymkomplex','produkt')
xlabel('tid')
ylabel('koncentration')
� Se bilaga 1


� Se bilaga 2
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