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1. 

Sammanfattning
I detta projekt ville vi undersöka hur korrekt steady-state-approximationen är för  hydrolys av N-acylaminosyraester med enzymet Chymotrypsin. Detta gjordes genom att modellera ett system av de kopplade reaktionsstegen i enzymkatalysen, med dess hastighetskonstanter och redan kända begynnelsevillkor. De erhållna differentialekvationerna löstes sedan med hjälp av Matlab. Genom att därefter variera kvoten 
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, undersökte vi när steady-state inträder för olika startkoncentrationer av enzym och substrat. 

Resultaten åskådliggjordes grafiskt. Det visade sig att steady-state approximationen stämmer ganska bra under en kort tid, då systemet löses utifrån de givna begynnelsevillkoren. När kvoten 
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minskas inträffar steady-state tidigare och under en längre tid. 
2. 

Inledning

Syftet med detta projekt var dels att undersöka hur bra steady-state-approximationen stämmer för hydrolys av N-acylaminosyraester med enzymet Chymotrypsin, dels att undersöka när steady-state inträder då startkoncentrationerna av enzym och substrat ändras. 
3. 

Teoretisk bakgrund

Naturens egna katalysatorer är enzymerna. Ett enzym sänker aktiveringsenergin (= den energi som krävs för att en reaktion ska starta) för en reaktion utan att själv förändras eller förbrukas under reaktionens gång. Man kan med andra ord säga att ett enzym påskyndar (katalyserar) en kemisk reaktion utan att själv förbrukas. Enzymkatalyserade reaktioner består ofta av flera delsteg. Nedan visas den allra enklaste typen av enzymreaktion, som bara har en mellanprodukt (ES). Det sista reaktionssteget till slutprodukten (P) antas endast vara en framåtreaktion, vilket innebär att reaktionen, efter bildandet av produkten (P), inte kan gå baklänges för att återbilda mellanprodukten (ES). 
Reaktionen vi ska betrakta är:

E + S  
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E = enzym (Chymotrypsin)
S = substrat (N-acylaminosyraester)
ES = mellanprodukt
P = produkten 
För att kunna lösa detta kinetikproblem analytiskt måste man införa en steady-state approximation genom att sätta d[ES]/dt för bildningen av intermediären (ES) till 0, dvs ES bildas lika fort som det förbrukas.

Leonor Michaelis och Maude Menten var de första som löste denna typ av kinetikproblem, genom att ställa upp nedanstående hastighetsuttryck för bildandet av produkten:
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k2 = hastighetskonstant för bildandet av produkten
k12 = hastighetskonstant för återbildandet av enzym och substrat från mellanprodukten ES
k11 = hastighetskonstant för bildandet av mellanprodukten ES
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totala enzymmängden (mol/dm3)
[S] = substratets koncentration (mol/dm3)
[ES] = mellanproduktens koncentration (mol/dm3)
KM= Michaelis-Menten- konstanten, karakteristisk för varje specifik reaktion
4. 

Experimentell metodik

Vi började vårt projekt med att ställa upp hastighetsuttrycken för de tre olika elementarreaktionerna: 

Variabler för koncentrationerna (mol/L)
u1 = [E] (enzymkoncentrationen) 
u2 = [S] (substratkoncentrationen) 

u3 = [ES] (mellanproduktkoncentrationen) 

u4 = [P] (slutproduktkoncentrationen) 

Reaktionshastigheter för de tre elementarreaktionerna (mol/(Ls)), för hastighetskonstanter se bilaga 2:
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Sedan ställde vi upp uttrycken för bildningshastigheterna med hjälp av reaktionshastigheterna för elementarreaktionerna:

Formler för bildningshastigheterna:
u’1 = -r11+r12+r21=-k11u1* u2+k12*u3

u’2 = -r11+r12=-k11*u1+k12*u3
u’3 = r11-r12-r21=k11*u1*u2-k12*u3-k21*u3

u’4 = r21=k21*u3

Detta är ett system av fyra kopplade icke linjära differentialekvationer. För att kunna lösa dessa, var vi tvungna att skriva olika program i Matlab (se bilaga 1-3). Där satte vi in ovanstående uttryck för bildningshastigheter och reaktionshastigheter. De startkoncentrationer som sattes in i ODE-lösaren var följande:
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Resultatet åskådliggjordes grafiskt genom att vi plottade de olika koncentrationerna mot tiden. Därefter undersökte vi om steady-state approximationen för ES stämmer genom att studera grafen. Efter att ha gjort detta, varierade vi kvoten
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i våra Matlab-program för att kunna studera när steady-state inträder. Även här åskådliggjorde vi resultaten grafiskt.  
5.

 Resultat

I bilaga 1-3 finns de program vi skrev i Matlab för att lösa uppgiften. För att simulera systemet i Matlab, skrev vi:

>> EStest

Det som då händer är att Matlab går in i programmet my_ode med startkoncentrationerna (u0) = 0,5 M , 1 M, 0 M och 0 M. Intervallet (int) sätts till [0, T], där T=500.  My_ode löser sedan systemet i ES med hjälp av framåt Euler. Vi får då en matris U innehållande de olika koncentrationerna, samt en matris t med olika värden på tiden. Därefter plottar Matlab t mot U i en figur. Vi erhåller då nedanstående graf:

Koncentrationer vid enzymkatalys 
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Figur 1: Ovanstående graf åskådliggör hur koncentrationerna ändras med tiden.

Steady-state inträffar då t
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Grafen visar hur koncentrationerna av substratet [S], fritt enzym [E], enzym-substrat komplexet [ES] och produkten [P] varierar med tiden. Av ovanstående graf kan man konstatera att steady-state-approximationen stämmer ganska bra under en kort tid, med avseende på [ES]. Detta ser vi genom att undersöka 
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dt

ES

d

. Om steady-state- approximationen skulle stämma helt, så skulle lutningen på den röda linjen vara 0, dvs koncentrationen på ES skulle vara konstant under lång tid, vilket den inte är i figur 1. 

För att undersöka när steady-state inträder varierades begynnelsevärderna, dvs kvoten 
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varierades. De grafer vi fick fram genom att göra detta, åskådliggörs nedan:
Koncentrationer vid enzymkatalys
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Figur 2: Ovanstående graf visar hur koncentrationerna ändras då begynnelsevärdena är [E]0 =0,5 M och [S]0 = 20 M, [ES]0 och [P]0 är fortfarande 0 M. Steady-state inträffar vid t
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Koncentrationer vid enzymkatalys
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Figur 3: Ovanstående graf visar hur koncentrationerna ändras då begynnelsevärdena är [E]0 =0,5 M och [S]0 =60 M, [ES] och [P] är fortfarande 0 M. Steady-state inträffar vid t
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Figur 2 och 3 visar att om man ökar begynnelsekoncentrationen av [S] (dvs kvoten   [E]0 / [S]0  minskas) så kommer steady-state att inträffa tidigare och under en allt längre tid. 

Vi undersökte även vad som sker då kvoten [E]0 / [S]0 istället ökas. Detta gjorde vi genom att öka begynnelsekoncentrationen av [E].

Koncentrationer vid enzymkatalys 
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Figur 4: Ovanstående graf visar hur koncentrationerna ändras då begynnelsevärdena är [E]0 =10 M och [S]0 = 1 M, [ES] och [P] är fortfarande 0 M. Steady-state inträder ej här.
I figur 4 är [ES] konstant, men här observerar vi att koncentrationen är noll. Reaktionen kan ej fortgå och är därmed ej av intresse. Endast i början sker förändringar av koncentrationerna. Reaktionen blir efter detta fullständigt förskjuten åt höger. Detta eftersom [ES] och [S] båda är noll och det  finns därmed ingen reaktion bakåt i det sista reaktionssteget. 
6.

 Avslutning

Ur figur 1 kan man konstatera att steady-state-approximationen inte stämmer helt. Om steady-state- approximationen skulle stämma fullständigt, så skulle [ES] vara konstant.
Om man jämför figur 1 med figur 2-3 ser man att steady-state-approximationen stämmer allt bättre. Man kan även utläsa att steady-state inträffar tidigare.
Slutsatserna man kan dra av denna laboration är att desto mindre kvoten 
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 görs ju tidigare inträffar steady-state, dvs om koncentrationen av substratet ökas så inträffar steady-state tidigare. Om kvoten istället ökas, stämmer steady-state approximationen inte. 
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Bilaga 1

my_ode

function [t,U]=my_ode(f,int,ua,h)

% Input:

%
f – en sträng som innehåller namnet på en funktionsfil.

%
int – en 1
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 2 matris, som motsvarar tidsintervallet int=[a,b].

%
ua – en 
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´

d

 matris, som motsvarar startvärdet.

%
h – steglängden.

%

% Output:

%
t – en 
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´

n

 matris, innehållande de olika tidpunkterna med t ( 1 ) = a.

%
U – en 
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n

´

matris innehållande den approximativa lösningen.

%

% Beskrivning:

%
Programmet räknar ut en approximativ lösning till begynnelsevärdesproblemet 
%
u’ = f (t, u), a < t < b; u ( a ) = ua. Filen f.m måste innehålla funktionen f (t, u) 

%
med syntaxet u’ = f (t, u). Programmet använder Euler framåtmetod och 

%
returnerar 
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 matrisen t (tidpunkterna med t ( 1 ) = a) och 
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 matrisen U,

%
som innehåller lösningen vid tiden t ( i ), där i är radnumret i U. 

% intervallets ändpunkter.

% toleransen för fixpunktsiterationsberäkning.

% den första kolumnvektorn av U.

a=int(1);

b=int(2);

i=1;

t(i)=a;

U(:,1)=ua;  %den första kolonnen av vektorn U

A=[0 1;-1 0];

while t(i)<b

    i=i+1;

    t(i)=t(i-1)+h;

    U(:,i)=U(:,i-1)+h*feval(f, t(i-1), U(:,i-1));

end

U=U';

t=t';

Bilaga 2

function y=ES(t,u)

% Enzymkatalys av Chymotrypsin

% hasighetskonstanter
k11=0.01;  % snabb
k12=0.000587;  % långsam
k21=0.069; % snabb
 % reaktionshastigheter 

r11=k11*u(1)*u(2);  

r12=k12*u(3);

r21=k21*u(3);

 y=zeros(size(u));

% bildningshastigheter 

y(1)=-r11+r12+r21;  % [E]

y(2)=-r11+r12;     % [S]

y(3)=r11-r12-r21;  %[ES]

y(4)=r21;% [P]

Bilaga 3 

EStest

% Enzymkatalys av Chymotrypsin

T=500;   % stopptid

 u0=[0.5; 1; 0; 0]; %begynnelsevärden

 [t,U]=my_ode('ES', [0, T], u0, 0.01);      % my solver forward Euler

figure(1)

clf

plot(t,U)
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